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Diffusionskoeffizient und Wassergehalt globularer Proteinmolekiile 
Von 


N. Riehl 


(Aus der Wissenschaftlichen Hauptstelle der Auergesellschaft A.G., Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1943) 


Proteine weisen stets einen gewissen Wassergehalt auf. Dies gilt 
nicht nur fiir geléste EiweiBmolekiile, sondern auch fiir kristallisiertes 
Protein. Vollkommene Entwasserung fiihrt meist zur Denaturierung. 
Man muB also das Wasser als wesentlichen strukturellen Bestandteil der 
Proteine ansehen und darf bei Diskussionen iiber ihren strukturellenAuf- 
bau die Rolle des im Protein enthaltenen Wassers nicht auBer Acht lassen. 
Fir die Struktur globularer Proteine sind bisher nur wenige, zunichst 
noch recht spekulative Modelle vorgeschlagen worden, von denen ins- 
besondere das Modell von Wrinsch viel diskutiert wurde, nach dem das 
Proteinmolekiil als ein iiber die Oberfliche eines Polyeders verteiltes 
Netzwerk von Aminosaéuren zu denken ist. Der innere Raum des Polye- 
ders enthalt hiernach keine Aminoséuren, so da man annehmen muB, 
daB er mit Wassermolekiilen ausgefiillt ist. Das Wrinch-Modell verlangt 
also einen Wassergehalt des Proteinmolekiils, der mit zunehmender 
Molekiilgré6Be zunehmen miiBte, da das Verhaltnis des Gesamtvolumens 
des Molekiils zu dessen mit Aminosiuren besetzter Oberfliche mit der 
' Molekiilgr6Be wachst. Eine Nachrechnung zeigt, da die vom Modell ge- 
forderten Wassergehalte in der GréBenordnung von 20—50°%, (H,O be- 
zogen auf Trockenprotein) liegen miiBten und somit durchaus nicht un- 
gewohnlich erscheinen’). 

Eine Diskussion dieser Fragen (im Dahlemer biologisch-physikali- 
sches Kolloquim) veranlaBte den Verf., einige der heute bekannten ex- 
perimentellen Ergebnisse iiber den Wassergehalt globularen Proteine 
kritisch zusammenzustellen. Die Beschaftigung mit der Diffussion ge- 
léster Stoffe?) gab darin einen weiteren AnstoB, noch einmal auf den 
Wassergehalt globulirer Proteine zuriickzukommen. Mit Riicksicht auf 
das Interesse, das dem Wassergehalt bei der Diskussion von Protein- 
struktur-Modellen zukommt, mégen die gewonnenen SchluBfolgerungen 
im folgenden kurz wiedergegeben werden. 

1) D. M. Wrinch, Proc. physic. Soc. Lond. 50 (1938), 141. 

2) Vgl. N. Riehl und G. Wirths in Ztschr. f. physik. Chem. (Erscheint 
demnachst.) 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 281 6 
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1. Methoden zur Wassergehaltsbestimmung an Proteinen 


Wie in Abschnitt 4 naher auseinandergesetzt, ergibt die Svedbergsche 
Ultrazentrifugen-Methode grundsitzlich nur das Molekulargewicht des Pro- 
teinanteils der Molekiile und erlaubt somit keine Aussage iiber eventuell 
noch im Molekiil eingeschlossenes Wasser. Man war daher bei der Bestimmung 
des Wassergehaltes geléster oder kristallisierter Proteine auf die folgenden 
anderen Methoden angewiesen. 


a) Bestimmung des ,,nichtlédsenden Raumes‘‘ (N. L. R.) fiir ge- 
léste Proteine. 

Diese Methode beruht auf der Tatsache, daB beim Auflésen einer nieder- 
molekularen Substanz (z. B. eines Salzes oder Zuckers) in einer Proteinlésung 
der an das Protein gebundene Teil des Wassers dem niedermolekularen Stoff 
nicht als Lésungsmittel zur Verfiigung steht. Dieser sich nicht als Lésungsmittel 
betatigende, an das Protein gebundene Teil des Wassers wird ,,nichtlésender 
Raum“ (N. L. R.) genannt. Experimentel! kann man den N. L. R. nach zwei 
verschiedenen Methoden bestimmen®*). 


«) Auf kryoskopischem Wege, indem man die Dampfdruckerniedri- 
gung des Wassers durch den niedermolekularen gelésten Stoff ermittelt und 
so dessen wahre Konzentration im nicht gebundenen, sich als Lésungsmittel 
betatigenden Wasser festgestellt. 


B) Aus der Verteilung des niedermolekularen gelésten Stoffes 
zwischen — durch eine Dialysemembran getrennten — Protein- 
lésung und Wasser. Ist z. B. die Gesamtwassermenge auf beiden Seiten der 
Dialysemembran gleich, so finden sich im Gleichgewicht beiderseits der Membran 
dennoch nicht die gleichen Mengen des gelésten Stoffes, weil ein Teil des Wassers 
der Proteinlésung an das Protein gebunden ist und sich daher nicht als Lésungs- 
mittel betiatigen kann. 


b) Bestimmung des nichtlésenden Raumes (N.L.R.) fiir Kri- 
stalle. 

Das Protein wird beispielsweise aus ammonsulfathaltiger Lésung aus- 
kristallisiert und abfiltriert. Es wird der Wassergehalt und der Ammonsulfat- 
gehalt des Filterriickstandes einerseits und des Filtrats andererseits bestimmt. 
Aus dem Ammonsulfatgehalt des Riickstandes im Vergleich zu dem des Filtrats 
erfahrt man, wieviel anhaftende Mutterlauge sich am Filterriickstand befindet. 
Das nicht zur anhaftenden Mutterlauge gehérige Wasser stellt den wahren 
Wassergehalt des kristallisierten Proteins dar‘), °), 


c) Direkte Bestimmung des Wassergehaltes an Kristallen. 


Durch sehr schnelle Trocknung (z. B. iiber Schwefelséure bei Zim mer- 
temperatur) ist ohne Denaturierung die gleiche (100%ige) Entwiisse rung 
méglich wie beim denaturierenden Trocknen des Proteins bei 105°. Bei so voll- 

3) H.H. Weber, Biochem. Z.218, 1 (1930). H.H. Weber u. Nach- 
mannsohn, Biochem. Z. 204, 220 (1929). H.H. Weber u. H. Versmold, 
Biochem. Z. 2384, 62 (1931). 

*) Bei allen Bestimmungen des nichtlésenden Raumes kann ein Fehler 
dadurch eintreten, daB das im Wasser geléste Kristalloid vom Protein mehr 
oder weniger absorbiert wird. Diese Fehlerquelle ist von den zustandigen 
Autoren jedoch durch besondere MaSnahmen eliminiert worden, auf die hier 
nicht weiter eingegangen zu werden braucht. 

5) S. P. L. Sérensen, Z. physiol. Chem. 108, 15 (1918); 106, 1 (1919). 
M. u. 8. P. L. Sérensen, C. r. Lab. Carlsberg 15, 1 (1925), Biochem. Z. 258, 16 
(1933). 
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stindig entwassertem, nicht denaturiertem Protein wurde dann die Wasser- 
aufnahme bis zum relativen Dampfdruck 0,83 bestimmt®). 

Abgesehen von ihren versuchstechnischen Vorteilen ist die letztere Me- 
thode prinzipiell interessant, denn sie zeigt, daB man das Proteingerist 
auch ohne Vorhandensein von Wasser unbeschisigt erhalten kann. 

Das Verhalten des Proteins gegeniiber Entwisserung zeigt iibrigens groBe 
Analogien zu dem Verhalten hochemanierender Metallhydroxydgele. Bei ge- 
woéhnlicher, ,,brutaler‘‘ Trocknung in der Warme verlieren sie ihre sperrige 
Struktur und somit auch das Emaniervermégen. Bei schneller Trocknung in 
der Kalte aber gelingt es, Priparate zu erhalten, die véllig wasserfrei sind und 
trotzdem sehr lockere Struktur und hohes Emaniervermégens haben’). 

Die nach den genannten Methoden ermittelten Wassergehalte von ge- 
lésten bzw. kristallisierten Proteinen sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 


d) Bestimmung des Wassergehaltes aus dem Vergleich der 
Dichte von Kristallen mit der Dichte der Trockenprotein-Sub- 
stanz in geléstem Zustand. 


G. S. Adair und M. E, Adair’) haben exakte Dichtebestimmungen an 
kristallinen Proteinen durchgefiihrt, indem sie, ausgehend von einer Suspension 
von Proteinkristallen in einer wiBrigen Lésung eines oder einiger Kristalloide, 
die Dichte dieser Lésung durch Verianderung des Kristalloidgehaltes so lange 
variierten, bis sich die Proteinkristalle in der Lésung in Schwebe hielten. Aus 
der Dichte der Proteinkristalle kann man grundsitzlich ihren Wassergehalt 
errechner, wenn man die Dichte des Proteinanteils der Kristalle fiir sich allein 
kennt. Die Dichte des Proteinanteils in den Kristallen ist allerdings nicht be- 
kannt, wohl aber ist von Svedberg und Mitarbeitern®) die Dichte des 
Proteinanteils vom gelésten Proteinmolekiil dadurch bestimmt worden, daB 
in einer waBrigen Proteinlésung bekannten Proteingehalts der Gesamtwasser- 
Gehalt, und aus der Differenz zwischen dem Volumen der Lésung und dem des 
in der Lésung enthaltenen Wassers das Volumen des Trockenproteinanteils ermittelt 
wurde. Unter Verwendung dieser Zahlen haben G. 8. Adair und M. E. Adair 
den Wassergehalt der von ihnen untersuchten Proteinkristalle ausgerechnet. 
In der GréBenordnung stimmen die von ihnen errechneten Wassergehalte mit 
den nach den anderen Methoden bestimmten iiberein. Jedoch sind vielfach 
auch gewisse Abweichungen vorhanden. Wie die Autoren selbst bemerken, 
ist die Berechnung des Wassergehalts in der angegebenen Weise aus verschie- 
denen Grinden noch nicht sicher, so unter anderem deswegen, weil durch das 
wahrscheinlich vorliegende Eindringen des Kristalloids ins Innere der Kri- 
stillchen eine Beeinflussung der Kristalldichte durch das eingedrungene Kri- 
stalloid vorliegen diirfte. Aus diesen Griinden sind die nach dieser Methode 
errechneten Wassergehalte in die nichstfolgende tabellarische Ubersicht der 
bisherigen Ergebnisse nicht aufgenommen worden. Wir werden jedoch auf 
diesen Punkt noch in Abschnitt 3c und 3d zuriickkommen. 


8) C.S. Adair u. M. E. Robinson, J. gee 72 (1931). C.S. Adair 
u. E. H. Callow, J. Gen. Physiol. 18, 879 (1929). C S. Adair u. M.E. Adair, 
Proc, Roy. Soc. (B) 120 (1936), 422. 

7) O. Hahn u.J.Heidenhain, Ber. dtsch. chem. Ges. 59 (1926) 284. 
O. Erbacher, Z. phys. Chem. (B) 33 (1926) 47. O. Erbacher u. K. Kiding, 
Z. phys. Chem. (A) 149 (1930) 439. H. ‘Kading u. N. Riehl, Angew. Chem. 47 
(1934) 263. 

8) The Svedberg u. Sjogren, Journ. Amer. Chem. Soc. 50 (1928), 3318. 
The Svedberg u. Stamm, Journ. Amer. Chem. Soc. 51 (1929) 2170. 
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2. Ergebnisse der bisherigen Wassergehaltsbestimmungen an gelésten bzw. 





Protein- Art 


Aggregat- 
Zustand 


Methode 


Autor 


Molekular- 
gewicht der 
Proteine 


Gemessener 
‘Wassergeh.in 
g. H,O prog 
|Trockenprot. 





Eieralbumin 
Eieralbumin 


Eieralbumin 
denaturiert 

Eieralbumin 
hitzedena- 
turiert 

Eieralbumin 


Eieralbumin 


gelést 
gelést 


gelést 
gelést 
kristalli- 
siert 


kristalli- 
siert 


N. L. R. 
N. L. R. 
(kryosko- 
pisch 

N. L. R. 


N. L. R. 
(kryosko- 
pisch) 

N. L. R. 


direkte Be- 
stimmung 
d. Wasser- 
aufnahme 


Sérensen 
Weber u. 
Versmold 


Sérensen 


Weber u. 
Versmold 


Sérensen 


Adair u. 
Robinson 


40000 
40000 


40000 
40000 


40000 
40000 


0,35 
0,38—0,36 


0,17 
0,25 


0,22 
0,227 





Hamoglobin 


CO-Hiamo- 
globin 


kristalli- 
siert 


kristalli- 
siert 


direkte Be- 
stimmung 
d. Wasser- 
aufnahme 


N. L. R. 


Adair u. 
Robinson 


S. P. L. Sé- 
rensen u. 
M. Sérensen 





Serumalbu- 


Serumalbu- 
min vom 
Pferd 


gelést 


kristalli- 
siert 


Weber u. 
Nachmann- 
sohn 
Sérensen 





Serumglobu- 
lin vom 


Pferd 


Serpmglobu- 
lin vom 
Pferd 


gelést 


gelést 


N. L. R. 
(Zucker als 
geléste 
Substanz) 
N. L. R. 
(NaCl als 
geléste 
Substanz) 


Weber u. 
Nachmann- 
sohn 


Weber u. 
Nachmann 
sohn 








Myogen 





gelést 





Weber u. 
Nachmann- 








sohn 


3. SchluBfolgerungen 
aus den bisherigen Wassergehaltsbestimmungen 





st 4 Ql me — —&— 46. fe A. 


a) Einzelne, nach verschiedenen Methoden durchgefiihrte ver- 
gleichbare Bestimmungen des Wassergehaltes globularer Proteine er- 
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geben eine gute Ubereinstimmung untereinander (s. fettgedruckte Zahlen 
in Spalte 7 der Tabelle 1). 

b) Der Wassergehalt liegt in der GréBenordnung, die nach dem 
Wrinch-Modell erwartet werden kénnte, eine genaue Ubereinstimmung 
zwischen der experimentellen und dem nach Wrinch verlangten Wert 
liegt jedoch nur beim Serumglobulin (vom Pferd) vor (0,6). 

c) Das den N.L.R. darstellende Wasser darf nicht als Hydratations- 
wasser — etwa vergleichbar den Hydratationshiillen von Ionén — ange- 
sehen werden. Eine Hydratationshiille braucht nimlich durchaus nicht 
,nichtlésend“ zu sein, sie ist vielmehr nur durch eine gewisse bevorzugte 
Orientierung der Wassermolekiile gekennzeichnet und ferner dadurch, 
da8 sie bei der Diffusion des Ions mit ihm mechanisch zusammenhingt 
(oder zumindest zusammenhangen kann). Die Hydratationshiillen sind 
von py abhingig, die fiir den N.L.R. gefundenen Werte sind dagegen — 
nach den Ergebnissen der zustindigen Autoren — vom #, vdllig unab- 
hingig! Wahrend infolge der Abhaingigkeit der Hydratationshiillen vom 
py verschiedene — insbesondere mechanische — Eigenschaften kolloidaler 
Lésungen z. B. die Viskositat, stark vom p, abhingen, wird der N.L.R. 
der Proteine von #,-Anderungen nicht beriihrt. Der N.L.R. ist im 
iibrigen meist viel kleiner als die Hydratationshiille. Es stellt nicht 
oberflichlich an das Proteinmolekiil angelagertes, sondern 
strukturell eingebautes oder eingeschlossenes Wasser dar. 

Bei den von G.S. Adair und M.E. Adair gemaé8 Abschn. 1d 
durchgefiihrten Dichtebestimmungen an Proteinkristallen zeigte sich 
hingegen eine gewisse Abhangigkeit der Kristalldichte und somit wohl 
auch des Wassergehalts vom #, der umgebenden Lésung, wenn auch 
diese Abhingigkeit bei weitem nicht so stark ist wie etwa die p,-Ab- 
hingigkeit der Ionenhydratation. Wohlgemerkt handelte es sich bei den 
letztgenannten Versuchen nicht um Bestimmungen des nichtlésenden 
Raumes. Man wird also wohl berechtigt sein, zu sagen, daB, waihrend 
der nichtlésende Raum und somit das strukturell gebundene Wasser- 
volumen #,-unabhingig ist, der Proteinkristall auBerdem noch eine ge- 
wisse Menge Wasser aufzunehmen vermag, welches nicht die Eigenschaf- 
ten eines nichtlésenden Raumes hat. Eine solche Wasseraufnahme kommt 
einer Quellung gleich. Man muB also im Proteinkristall neben festgebun- 
denem (strukturell gebundenem) Wasser auch noch eine bestimmte 
Menge Quellwasser erwarten, wobei der Quellungsgrad im Gegensatz 
zum nichtlésenden strukturell gebundenen Wasser eine gewisse p,-Ab- 
hangigkeit zeigt). Diese Vorstellung wiirde auch das nach bisherigen 
Erfahrungen héchstwahrscheinlich vorliegende Eindringen von Kristal- 
loiden in suspendierte Proteinkristalle verstandlich machen und sie ent- 
spricht auch der Tatsache, daB die von Adair-Adair aus der Dichte 
der Kristalle errechneten Wassergehalte vielfach héher liegen als die aus 


*) Bei dem pflanzlichen Protein Edestin finden auch G. 8S, Adair und 
M. E. Adair —, keine py-Abhangigkeit (zwischen py = 5,0 und py = 8,6). 


Hier dirfte danach eine wesentlich verringerte Quellfahigkeit vorliegen. 
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dem nichtlésenden Raum bestimmten Wassergehalte (mit einer deut- 
lichen Ausnahme, namlich bei Globulin, wo sich ein Wassergehalt von 
0,33 aus der Dichte gegen einen solchen von 0,6 aus dem N.L.R. ergab: 
Diese Ausnahme spricht dafiir, daB bei einer der verwendeten Methoden 
noch irgendwelche uniibersichtlichen Einfliisse — vielleicht durch das 
Kristalloid — vorliegen). 

d) Im kristallisierten Zustand ist der nichtlésende Raum kleiner als 
im gelésten Zustand (oder héchstens ebenso groB). Sollte im kristalli- 
sierten Zustand die gleiche Struktur des Proteinmolekiils vorliegen, wie 
im gelésten und etwa einem dem Wrinch-Modell ahnlichen Aufbau 
haben, so ware zunichst ein umgekehrtes Verhalten zu erwarten, denn 
der Kristall muB auBer dem intramolekularen Wasser auch noch das 
intermolekulare Wasser enthalten. Nun braucht aber das intermolekulare 
Wasser nicht die Eigenschaften eines nichtlésenden Raumes zu haben. 
Man muB also sehr wohl zwischen dem Gesamtwassergehalt des Kristalls 
und seinem Gehalt an nichtlésendem Wasser unterscheiden. Der Gehalt 
an nichtlésendem Wasser kann durchaus kleiner sein als der Gesamt- 
wassergehalt. Wir kénnen diese Sachlage gut mit der im vorigen Absatz 
diskutierten Quellung des Kristalls-in Verbindung bringen. Durch die 
Quellung wird der Gesamtwassergehalt des Kristalls gréBer, ohne dab 
hierdurch die Menge des strukturell gebundenen, nichtlésenden Wassers 
geandert wird. — Der Tatbestand ist also der folgende: Wahrend der 
Gesamtwassergehalt im Kristall héchstwahrscheinlich gréBer ist als in 
gelésten Proteinmolekiilen, ist der nichtlésende Raum, d.h. die Menge 
an strukturell gebundenem Wasser beim Kristall — auf Grund der ex- 
perimentellen Tatsachen — kleiner als im gelésten Zustand. Man kann 
also jedenfalls behaupten, daB im Kristall die Proteinbestand- 
teile dichter innerhalb des Proteinmolekils angeordnet 
sind als im gelésten Zustand. 

e) Durch Denaturierung wird der Wassergehalt verkleinert. Eine 
besonders sperrige Struktur muf also dem nichtdenaturierten Protein- 
molekiil unbedingt eigen sein. Von den bisher untersuchten An- 
ordnungen der Proteinbestandteile im Molekiil ist die An- 
ordnung des nichtdenaturierten Molekiils die sperrigste. 


Die in der Tab. 1 zusammengestellten Zahlen erwecken den Ein- 
druck, als ob der Wassergehalt mit steigendem Molekulargewicht 
des Proteins steigt. Allerdings erfolgt dieser Anstieg nicht ohne Aus- 
nahmen, jedenfalls besteht eine durchgehende Ubereinstimmung mit den 
Forderungen des Wrinch-Modells — wie schon unter b) gesagt — nicht. 
Aber auch abgesehen vom Wrinch-Modell ist es von Interesse, zu erfah- 
ren, ob ein Ansteigen des Wassergehaltes mit dem Molekulargewicht 
grundsiitzlich vorhanden ist oder nicht. Eine sichere Antwort auf Grund 
der angefiihrten Messungen ist nicht méglich, da diese Messungen sich 
nur auf einige, verhiltnismaiBig niedermolekulare Proteine beziehen, und 
ein besonders stark nach oben herausfallender Wassergehalt nur beim 








Bd. 281 (1944) Diffusionskoeffizient und Wassergehalt usw. 79 


Myogen gefunden wurde!®), Die Entscheidung dieser Frage ist aber még- 
lich, wenn man die von Svedberg und Mitarbeitern mit der Ultra- 
zentrifuge gefundenen Molekulargewichte mit den direkt bestimmten 
Diffusionskoeffizienten in Beziehung setzt. Dies soll im folgenden Ab- 
schnitt geschehen. 


4. SehluBfolgerungen hinsichtlich des Wassergehalts aus der Gegeniiber- 
stellung der mit der Ultrazentrifuge bestimmten Molekulargewichte und 
der Diffusionskoeffizienten 


Das Molekulargewicht eines gelésten Proteins kann mittels der 
Ultrazentrifuge nach zwei grundsitzlich verschiedenen Methoden be- 


stimmt werden). 

Die erste Methode beruht darauf, daB die Einstellung des Sedimenta- 
tionsgleichgewichts abgewartet wird. Aus der Konzentrationsverteilung des 
einheitlichen Proteins kann dann (auf Grund der barometrischen Héhenformel) 
direkt auf das Molekulargewicht des Proteins geschlossen werden. Das Molekular- 
gewicht errechnet sich aus der Formel 


2RTIn2 
M(1— Vo) = ———__1 
( e) oi, —t) 
V = spezifisches Volumen des Proteins 
e@ = Dichte des Lésungsmittels 
@ = Winkelgeschwindigkeit 
¢, U. Cg = Konzentrationen in den Abstinden r, und r, von der Drehachse. 


Die zweite Methode beruht auf der Berechnung des Molekulargewichts 
aus der — in der Zentrifuge bestimmten — Sedimentationsgesch windigkeit 
und dem — durch einen gesonderten Versuch bestimmten — Diffusions- 
koeffizienten. Die Berechnung erfélgt nach folgender von Svedberg auf- 


gestellten Gleichung 
M (1 — Vo) = fs (2) 


s=die dem Ultrazentrifugenversuch entnehmbare Sedimentationskon- 


stante 
f = Reibungsfaktor des Proteinmolekils (Reibungskraft bei der Geschwindig- 


keit Eins), 


Der Reibungsfaktor f wird aus dem — gesondert gemessenen — Diffusions- 
koeffizienten D berechnet: 
RT 


(Diese Formel ergibt sich durch Anwendung des Stokesschen Gesetzes — 
in seiner allgemeinen Form — auf die Diffusion geléster Teilchen. Ihre Giiltig- 
keit ist unabhingig von der Form des Teilchens). Aus der Kenntnis von s 
und f kann nach ie ns (2) das Molekulargewicht M berechnet werden, 
da ja V und g bekannt sind. 





10) Hinzu kommt, daB bei dem pflanzlichen Protein Edestin sich nach 
G.L. Adair u. M. E. Adair aus der Dichte ein Wassergehalt von nur 0,14 
errechnet, obschon dieses Protein ein héheres Molekulargewicht hat als alle 
bisher angefiihrten, nimlich 310000. Dieser Punkt ist insofern schwerwiegend, 
als sich aus der Dichte — trotz der gegeniiber dieser Methode geltenden Bedenken 
— sich cher ein zu hoher als ein zu niedriger Wassergehalt errechnen lassen 


miuBte. 
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Fiir uns ist nun wesentlich, daB bei beiden Methoden in die Berech- 
nung nicht die Molekiilmasse M als solche, sondern die GréBe M (1 —- Vo) 
eingeht, d.h. der Masseniiberschu8 des fraglichen Teilchens 
gegeniiber einer volumengleichen Menge des Lésungs- 
mittels. Dies liegt daran, daB die Sedimentation in der Zentrifuge nur 
durch die Abweichung des spezifischen Gewichts des Teilchens von dem 
des Wassers bedingt ist. Enthilt also das Teilchen eingeschlossenes oder 
anhaftendes Wasser, so trigt dieses nichts zu'der die Sedimentation be- 
wirkenden Kraft bei und tritt daher in den obigen Formeln nicht auf. 
Nimmt man z. B. an, daB das Teilchen auBer der Masse M des Protein- 
anteils noch eine Lésungsmittelmenge von der Masse m enthilt, so ist 
zum Ausdruck M (1 — Vg) noch der Ausdruck m (1 — vg) hinzu zu ad- 


dieren, wobei v das spez. Volumen des Lésungsmittels ist. Wegen : =0 


ist aber der Ausdruck m (1 — vy) gleich Null und fallt somit wieder 
weg!!). Die von der Svedbergschen Schule bestimmten Molekular- 
gewichte geben somit nur den Proteinanteil des Molekiils an. 
Wihrend also bei der Sedimentation der Wassergehalt des Molekiils 

fiir den Vorgang bedeutungslos ist, liegen die Verhaltnisse bei der Diffu- 
sion anders. Da das eingeschlossene (oder angelagerte) Wasser sich mit 
dem Teilchen mitbewegt, so hiangt der Diffusionskoeffizient des 
Teilchens sehr wohl von dessen Wassergehalt ab. — Bei nahezu 
kugelférmigen Molekiilen kann man allein aus dem Diffusionskoeffizien- 
ten (ohne Ultrazentrifugenversuch) die MolekiilgréBe bestimmen, weil 
hier die (auf dem Stokes’schen Gesetz fiir Kugeln beruhende) Einstein- 
sche Gleichung gilt: 

__ kT 

 62nF 


(4) 


n = Viskositat des Lésungsmittels und 
r = Radius des Teilchens. 

Enthalt das Teilchen Wasser, so mu8 also nach der Einsteinschen 
Gleichung ein gréBerer Teilchenradius herauskommen, als er nach dem 
Svedbergschen Molekulargewicht sich errechnet. Dieser Differenz kann 
man den Wassergehalt des Proteinmolekiils entnehmen. 

Bei nicht kugelférmigen Molekiilen beruht die Differenz zwischen 
den aus Zentrifugenversuchen und aus Nur-Diffusionsversuchen ermit- 
telten MolekiilgréBen nicht allein auf den Wassergehalt, sondern auch 
auf der Abweichung des Teilchens von der Kugelform. Der formbedingte 
Reibungsfaktor f ist nimlich — gemaB Gleichung (3) — maBgebend fiir 
den Wert des Diffusionskoeffizienten (wihrend er bei der Berechnung 
des Molekulargewichts aus Zentrifugenversuchen herausfallt). Ver- 
gleicht man den aus Nur-Diffusionsversuchen nach Gleichung (3) be- 


11) Dieser Schlu8 wire nur dann ungiiltig, wenn man annehmen wollte, 
daB das im Proteinmolekiil eingeschlossene Wasser eine wesentlich andere 
Dichte als gewdhnliches Wasser hat. Zu einer solchen Annahme besteht zu- 
nachst keine Veranlassung. 
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stimmten Reibungsfaktor f mit dem Reibungsfaktor f, eines kugelférmig 
gedachten Molekiils von der — mit der Ultrazentrifuge bestimmten — 
Masse M, so bekommt man ein MaB fiir die Abweichung des Molekiils von 


der Kugelgestalt. Das Verhiiltnis * nennt man ,,Reibungsverhiltnis“. Je 
0 


mehr s von dem Wert 1 abweicht, um so gréBer die Abweichung des Mole- 


0 
kiils von der Kugelgestalt. 
Bei vielen Proteinen ist es aber auch beim Vorliegen von Werten 
= :> 1 nicht unbedingt nétig, eine nennenswerte Abweichung der Mole- 


Walform von der Kugelgestalt anzunehmen, sondern es geniigt, einen — 
auf Grund der Ausfiihrungen der vorangehenden Abschnitte plausiblen 
Wassergehalt von etwa 50%, anzunehmen, um auf ein Reibungsver- 


haltnis : = ] zu gelangen. Solche Proteinmolekiile sind also tatsichlich 


0 
als nahezu kugelférmig anzunehmen, obschon das Reibungsverhiltnis 
zunidchst eine andere Form vermuten laBt. 
Um nun die uns interessierende Frage zu beantworten, ob der 
Wassergehalt mit steigendem Molekulargewicht eine stei- 
gende Tendenz hat, brauchen wir nur nachzusehen, ob das Reibungs- 


verhaltnis i das bei niedermolekularen Proteinen meist nur wenig ober- 
0 

halb 1 liegt, mit steigendem Molekulargewicht generell my Ein 

Blick auf die von Svedberg und Mitarbeitern”) ermittelten 7-Werte 


zeigt, daB irgend ein deutliches systematisches Ansteigen der Sellers. 
verhiltnisse mit steigendem Molekulargewicht der Proteine nicht vor- 
liegt. Bis zu den allergr6Bten Proteinmolekilen, ja bis zum Virus 


(,, Bushy-Stunt-“Virus) hinauf findet man +-Werte, die nur wenig ober- 


0 
halb 1 liegen. Der prozentuale Wassergehalt der héheren Proteine kann 
also von dem der niederen nur unwesentlich abweichen. 


Zwar finden sich sowohl unter niedermolekularen wie auch unter 
hochmolekularen Proteinen immer wieder solche, bei denen das Rei- 


bungsverhiltnis ; stark nach oben abweicht; in solchen Fallen hat man 


es eben mit starken Abweichungen der Molekiilform von der Kugel- 
gestalt zu tun. Entscheidend aber fiir unsere Fragestellung ist der Um- 
stand, daB auch bei den héchstmolekularen Proteinen immer wieder 
solche vorkommen, deren Reibungsverhiltnis nicht wesentlich iiber 1 
liegt, so daB hier erstens das Molekiil kugelférmig sein mu8 und zweitens. 
der Wassergehalt nicht gréBer sein kann als bei niedermolekularen. 


12) The Svedberg u. K.0O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, Dresden 
u. Leipzig 1940. E. Husemann, E. Plétze u. G. V. Schulz, Naturwiss. 29 
(1941) 312. P. Jordan, Naturwiss. 28 (1940) 69. 
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Wie schon oben gesagt, kann man aus der — durch Ultrazentrifugen- 
versuche bestimmten — Masse des Proteinanteils des Molekiils den Ra- 
dius des kugelférmig gedachten, allein aus Proteinsubstanz bestehenden 
(d. h. wasserfreien) Teilchens ausrechnen, und diesen Radius dazu be- 
nutzten, um nach der Einsteinschen Gleichung (4) den Diffusions- 
koeffizienten zu berechnen. Hierbei beschranken wir uns auf die Protein- 
molekiile mit einem Reibungsverhaltnis nahe 1. Nahme der prozentuale 
Wassergehalt mit steigendem Molekulargewicht zu, so miiBte eine syste- 
matische Abweichung von der Einsteinschen Gleichung auftreten, 
derart, da8 bei hochmolekularen Proteinen der wirkliche Diffusions- 
koeffizient mehr von dem errechneten abweichen miiBte als bei nieder- 
molekularen, denn bei ersteren wiirde die TeilchengréBe durch den 
Wassergehalt mehr heraufgesetzt sein als bei letzteren. Wie jedoch aus 
der Tabelle 2 zu ersehen, ist die Einsteinsche Gleichung bei allen Mole- 


Tabelle 2 


Giltigkeit der Einsteinschen Diffusionsgleichung fiir verschie- 
dene Molekulargewichtsgruppen der globulairen Proteine 








Mol.-Gewicht Durchsch nittlicher 
der betreffenden Diffusionskoeffizient | ps. 9-*1 | MxD*-10-14 
Proteingruppe Sn 
Proteingruppe 
17600 10,6 1200 2,1 
35200 8,0 512 1,8 
70400 6,3 251 1,76 
105600 5,6 176 1,86 
140800 4,78 110 1,63 
282000 4,0 64 1,81 
422000 3,43 40,5 ye i § 
845000 2,8 22 1,86 
3380000 1,8 5,8 
(,,Bushy- 
6760000 Shunt‘ 1,38 2,63 1,78 
-Virus) 
10000000 Lag? 1,6? 1,6? 














Durchschnitt 1,79 


kulargewichtsgruppen gleich gut erfiillt. In der Tabelle sind die durch- 
schnittlichen Diffusionskoeffizienten der einzelnen Molekular- 
gewichtsgruppen der Proteine eingetragen™’). Es sind nur solche Pro- 
teine herangezogen, deren Reibungsverhiltnis ; nicht mehr als 1,3 be- 
tragt (annihernde Kugelgestalt der Molekiile). Bei Giiltigkeit der Ein- 
steinschen Gleichung (GI. 4) muB das Produkt D. r und somit auch das 
Produkt D.? /M oder D3. M konstant sein. Man sieht aus der letzten 
Spalte der Tabelle 2, daB das Produkt D*. M eine sehr gute Konstanz auf- 


13) The Svedberg u. K. O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, Dresden 
u. Leipzig 1940. S. 368—372. 
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weist und keine fallende Tendenz zeigt, obwohl das Molekulargewicht 
sich nahezu im Verhiltnis Tausend zu Eins andert! 

Wir k6énnen also zusammenfassend sagen, daB auch die héchst- 
molekularen globuliren Proteine, bis hinauf zu Virus-Proteinen, sich 
in ihrem Wassergehalt gar nicht — oder nur unwesentlich — 
von den niedermolekularen unterscheiden. Im héchst moleku- 
laren Protein bestehen also keine zusitzlichen proteinfreien, wasserge- 
fiillten Zwischenréume. Die gréBten heute bekannten Protein- 
molekiile und sogar gewisse ,,Virus-Molekiile“ miissen also- 
ebenso kompakt gebaute Gebilde sein wie die kleinsten 
Proteinmolekiile. 


Uber den Stoffwechsel tierischer Gewebe nach dem Einfrieren 
in fliissiger Luft 


Il. Versuche an Nierenextrakten.’) 
Von 
Feodor Lynen 
(Mit 3 Figuren im Text) 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschatten zu Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1943) 


Werden tierische Gewebsschnitte mit fliissiger Luft behandelt, so 
ist bei der nachfolgenden Bestimmung nur mehr eine sehr kleine 
Atmung zu beobachten'). Diese Erscheinung war auf eine, beim Ge- 
frieren des Wassers eintretende Offnung der Zellmembranen zuriick- 
gefiihrt worden, wobei die unter den Bedingungen des Atmungsversuchs 
nicht zu umgehende Verdiinnung von Cofermenten und anorganischen 
Ionen die eigentliche Atmungsschidigung darstellt. Eine Inaktivierung 
von Fermenten war als wenig wahrscheinlich abgelehnt worden?). Fiir 
diese Vorstellung schienen vor allem Versuche am System der aeroben 
Succinat-dehydrierung zu sprechen, da dieser Enzymkomplex, der nur 
aus unléslichen strukturgebundenen Komponenten aufgebaut ist, durch 
die Behandlung mit fliissiger Luft keinerlei Schaden erleidet'). Wie je- 
doch neue Experimente ergeben haben, kann dieser Verdiinnungseffekt 
allein den Kalteschaden nicht erklaren; man mu8 doch annehmen, da8 
auch einzelne Fermente des Atmungssystems bei der Behandlung mit 
fliissiger Luft zerstért werden. 


1) I. Mitteilung: Diese Z. 264, 146 (1940). 
2) F. Lynen, Liebigs Ann. 539, 3 (1939). 
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Feodor Lynen, 


Zu diesen Versuchen, iiber die im folgenden berichtet werden soll, 
kamen Nierenextrakte in Anwendung, ein Enzymmaterial, das keine 
intakten Zellen und folglich auch keine geschlossenen Zellmembranen 
mehr enthalt, das aber trotzdem bei Beachtung gewisser VorsichtsmaB- 
regeln noch eine kraftige Atmung zeigt. 


Zur Gewinnung dieses Materials wurde Rindengewebe von Kaninchen-*) 
oder Meerschweinchennieren aus frisch getéteten Tieren mit 1,2—1,5 Teilen 
m/10-Phosphat-Pufferlésung vom py = 7,7 im Apparat von V. R. Potter 
und C. A. Elvehjem‘) unter Eiskiihlung zerrieben. Der dabei erhaltene Ge- 
webebrei wurde 5 Minuten lang bei 5000 Umdr./Min. zentrifugiert (Ecco-Re- 
cord IV), was zur Ausbildung dreier Schichten fihrt. Am Boden des Zentri- 
fugenglases befindet sich eine dunkelrote Gewebsmasse, in welcher noch intakte 
Zellen und Zellkomplexe zu finden sind (1. Sediment). Dariber lagert sich eine 
verhaltnismaBig schmale gelbliche Zone, die in erster Linie aus Kernmaterial 
besteht und die nach oben in eine rote triibe Lésung iibergeht. Das Ergebnis 
der histologischen Untersuchung ist im Anhang zu dieser Arbeit’) zu finden. 
Die iiberstehende triibe Lésung wurde vorsichtig von der gelben Schicht ab- 
gegossen und zu den Atmungsversuchen verwendet. Wie H. M. Kalckar*) ge- 
funden hat, zeigt diese zellfreie Enzymsuspension, sofern sie im Atmungsver- 
such nicht zu stark verdiinnt wird (auf etwa das 1'/,fache), eine sehr kraftige 
Sauerstoffzehrung, die etwa ebenso gro8 ist wie die dunner Nierenschnitte.* Da- 
bei ist noch besonders bemerkenswert, da8 die Atmung des Nierenextrakts auch 

hinsichtlich des respiratorischen Quotienten mit der 
15 Atmung intakter Gewebsschnitte iibereinstimmt’). Die 
eingehende Untersuchung dieses Nierenextrakts durch 
C. F. Cori und Mitarbeiter®) hatte dann weiterhin zum 
Ergebnis, daB Brenztraubens4aure ein geeignetes Sub- 
strat dieses Atmungssystems darstellt, ihr Umsatz aber 
an die Gegenwart von (,-Dicarbonsaéuren gekniipft 
ist. Deshalb wurde in einem Teil der folgenden Versuche 
Na-pyruvat und Na-fumarat zugesetzt. 


a" ~ Wird dieser Nierenextrakt in fliissiger Luft ein- 
¥ gefroren, dann wird bei der anschlieBenden Messung 
0 3 60 9 in der Barcroft-Warburg-Apparatur nur mehr 





= 
o 
= 


— ccm 02 
oS 
uw 











wi pr aene = eine geringe Atmung beobachtet (Figur 1 : II), die 
Nierenextrakten nur mehr etwa 10—20°/, der Atmung einer un- 

Lown eeenenets behandelten Kontrolle (I) ausmacht. 

linia ae Die Atmung wurde in kegelférmigen GefaéBen von 
gefroren. etwa 18 ccm Inhalt gemessen. In den Hauptraum wurde 
T = 25° im allgemeinen 1 ccm Enzymlésung gegeben, die mit 


eventuellen Zusitzen und Wasser auf ein Gesamtvolumen 
von 1,4ccm gebracht wurde. Zur Absorption des gebildeten CO, befanden sich 
im Einsatz der GefaiBe 0,2 ccm 2n-NaOH sowie ein Streifen Filterpapier. Im 
Gasraum war Luft. 


3) Frl. Kauschinger von Yer Landesimpfanstalt Miinchen danke ich fir 
die Uberlassung von Kaninchennieren. 

4) J. of Biol. Chem. 144,°495 (1936). 

5) vgl. 8. 88. 

6) a. 6, 365 (1939). 

’) H. M. Kalckar, Enzym. 6, 143 (1939). 

8) S. P. Colowick, M. 8S. Welch und C. F. Cori, J. of Biol. Chem, 188, 
359, 641 (1940); 187, 343 (1941). 
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Nachdem dieser Nierenextrakt von vornherein keine intakten 
Zellen mehr enthalt, kann die Atmungsschidigung hier nicht mehr 
auf ein Platzen von Zellen und eine damit zusammenhingende Ver- 
diinnung léslicher Komponenten zuriickgefiihrt werden. Man muB da- 
her annehmen, daB die Fermente selbst bei der Behandlung mit fliissiger 
Luft eine Inaktivierung erleiden. Nun besteht aber dieser Extrakt, wie 
sich schon an seinem triiben Aussehen zu erkennen gibt, aus einer 
Suspension von feinsten unléslichen K6rnchen iin einer dunkelrot ge- 
farbten Lésung. Durch Zentrifugieren bei 15000 Umdr./Min. werden 
auch diese kleinen Partikelchen als Sedi- 










ment zu Boden geschlagen, so da nach ” 
dieser Behandlung eine vdllig klare, 
leicht opalescierende Lésung erhalten 
wird. Beide Fraktionen sind fiir sich 
allein inaktiv und geben erst in Kom- 

1,0+ 


bination eine kraftige Atmung. Es war 
nun von Interesse festzustellen, welcher 


nN 

Bestandteil des Extrakts beim Ein- t 

frieren in fliissiger Luft inaktiviert wird. 0 

Zu diesem Zweck wurden je 5 ccm t 
frischen Nierenextrakts 15 Minuten lang 95, 


bei 15000 Umdr./Min. zentrifugiert (Ecco 
Ultima II’. Uberstehende Lésung und Sedi- 
ment wurden getrennt und je eines davon 
durch Einsenken des Zentrifugenbechers in 
flissiger Luft eingefroren. Nach 10 Minuten 
wurde der Inhalt des Bechers wieder auf- 














getaut und mit dem entsprechenden Part- 09 > a oe a 

ner, der in der Zwischenzeit bei 0° aufbe- —=~s Minuten - 
wahrt worden war, gemischt. Im einen Fall 
war also nur die Lésung, im anderen nur 





Fig. 2. Lésung bzw. Sediment gefroren. 
lecm Nierenextrakt, I: unbehandelt, 


das Sediment gefroren Aaa : II: Sediment gefroren, IIL: Lésg. gefroren. 
Wie aus Figur2 hervorgeht, ist nur yperan ™-xa-pyruvat + ™Na-fumarat. 
das Sediment kialteempfindlich (II) ; der : T= 


Ansatz, bei dem nur die klare Enzym- 

lésung eingefroren worden war (III), zeigte dieselbe Sauerstoffaufnahme 
wie der unbehandelte Nierenextrakt (I). Die Gefrierschadigung betrifft 
also nicht die léslichen Enzyme — die Lyo-Enzyme — des Nierenextrakts, 
sondern nur die an die Strukturen gebundenen unléslichen Fermente, 
die Desmo-Enzyme im Sinne Willstatters’). 

Aber auch unter diesen sind nicht alle gleich empfindlich. So hatten 
schon die Versuche an Gewebsschnitten!®) ergeben, daB das System der 
aeroben Succinat-dehydrierung durch die Behandlung mit fliissiger 
Luft keinen Schaden erleidet. Es ist aber bekannt, daB dieses System im 
allgemeinen an die unldslichen Teile der Zelle gebunden ist. In Uber- 


®) Zusammenfassung von E. Bamann und Salzer, Ergebn. Enzymfor- 
schung 7, 28 (1938). 
v) vgl. Anm. 1, S. 83. 
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einstimmung damit wurde gefunden, daf auch im Falle des hier unter- 
‘ suchten Nierenextrakts das die unldslichen Zellfragmente enthaltende 
Sediment den wirksamen Bestandteil darstellt (Tabelle 1). 

Extrakt aus Kaninchennieren 25 Minuten lang bei 15000 Umdr./Min. zen- 
trifugiert. Die klare iiberstehende Lésung wurde abgegossen und das Sediment 
in einem, der abgegossenen Lésung gleichen Volumen m/20-Phosphatpuffer 
vom py = 7,4 suspendiert. Die Sauerstoffaufnahme der einzelnen Praparate in 
Gegenwart von m/30-Na-succinat ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 











Tabelle 1. 
Extrakt vor Zentrifugieren (eem) . 1 ~ _ _ 
Lésung (ccm) . . . . 2. 2 see © — 1 _ 1 
Sediment (ccm) . .....-e+-e-s — _ 1 1 
emm O, nach 
10 Minuten ....... cue — 105 — 3 — 108 —110 
oy Se ee — 223 —15  —229 —242 
Se ee eee ey es ee — 356 — 37 —369 —395 





1 Nach Reduktion mit Na-hyposulfit 
waren bei der spektroskopischen Unter- 
suchung im Sediment die «-Banden von 
Cytochrom a, b und c sichtbar. In der 
iiberstehenden Lésung waren bei der 
gleichen Behandlung keine Cytochrom- 

| banden nachzuweisen, ~ 

Wie Figur 3 zeigt, wird auch 

| im Nierenextrakt das Enzym- 

| system der aeroben Succinat-dehy- 
| drierung beim Einfrieren in fliissiger 
| Luft nicht geschadigt. 

| Zu diesen Versuchen kamen die- 

| selben Enzympraparate wie in den Ver- 

} suchen von Fig. 2 in Anwendung, d. h. 

| Mischungen von Lésung und Sediment, 

| bei denen einmal die Lésung und einmal 
| das Sediment eingefroren worden waren. 

Die Succinatlésung wurde erst 40 Minu- 





' +14 + ten nach SchlieBen der Manometerhihne 
0 40 80 =: 120 100 8200 eingekippt (2), 
— Minuten a 

Vor Zugabe der Bernsteinsaiure 
Fig. 3. Atpung mit Berasteiasiaure. zeigt der Ansatz mit ,,gefrorenem“ 

I: leem Extrakt, Lésung gefroren, ie i : a 
II: 1 ccm Extrakt, Sediment gefroren (vgl.Fig.2) Sediment (II), in Ubereinstimmung 
1eem =-Na-succinat aus dem Seitengefio mit den friiheren Ergebnissen, nur 
eingekippt (|). T = 25° eine sehr schwache Atmung. Nach 
Einkippen des Substrates wird 
aber der Sauerstoff mit derselben Geschwindigkeit verbraucht wie im 
Parallelansatz, bei dem nur die Lésung in fliissiger Luft war (I). Diese 
rasche Sauerstoffzehrung halt jedoch nur so lange an, bis die zugesetzte 
Bernsteinsiure zur Fumarsiure dehydriert ist, fiir welchen Vorgang 
1,12 cem 0, nétig sind. Die Fumarsiure, bzw. die daraus an der Fu- 
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marase entstehende Apfelsiure wird vom ,,gefrorenen‘ Sediment im 
Gegensatz zum frischen Sediment nicht mehr weiter oxydiert. 

Beim Vorgang der aeroben Succinat-dehydrierung spielen das 
Cytochrom und die Cytochromoxydase eine entscheidende Rolle"). 
Diesem ,,terminalen Atmungssystem“ im Sinne Oppenheimers 
kommt aber ganz allgemein bei biologischen Oxydationen die Funk- 
tion zu, den an spezifischen Dehydrasen aus den Metaboliten abge- 
lésten Wasserstoff mit dem Sauerstoff der Luft zur Reaktion zu bringen. 
Aus den zuletzt besprochenen Beobachtungen geht nun hervor, daB 
dieser Teil des Atmungssystems bei der Behandlung mit fliissiger Luft 
keinen Schaden erleidet, so daB also der Defekt an einer anderen Stelle, 
wahrscheinlich bei den Dehydrasen selbst zu suchen ist. 

Wie die Werte von Tabelle 2 zeigen, wird der Umsatz von Brenz- 
traubensadure durch das Einfrieren beeintrichtigt. Dabei wird aber 
weniger die Hydrierung zu Milchsiure, die in der behandelten 
Probe mit derselben Geschwindigkeit wie im Kontrollansatz ablauft, 
als vielmehr der dehydrierende Umsatz des Pyruvats in Mitleiden- 
‘schaft gezogen. 

Tabelle 2 
Nierenextrakt frisch (I) bzw. nach Einfrieren in fliissigem N, (I1) mit m/10- 
Na-pyruvatlésung versetzt und in Erlenmeyer-Kolben 1 Stunde lang unter 
Sauerstoff geschiittelt; T = 38°. 





TURIN 16s. ay Sree ew 6,5 7,5 
cem m/10-Pyruvat zugesetzt ... 2,5 4,0 

I II I II 
mg Brenztraubensaure verbraucht . 21,5 10,2 24,4 10,6 
mg Milchséure gefunden... .. 5,8 6,3 7,4 6,8 


Brenztraubensiure wurde nach F. B, Straub'?), Milchsdéure nach T. E. 
Friedemann und J. B. Graeser'*) in einem aliquoten Teil der durch Zugabe 
von lccm Schwefelséure (1:1) und 2ccm 10proz. Na-wolframatlésung ent- 
eiweiBten Versuchslésung bestimmt. 

Die Milchsiure stammt hier aus der Brenztraubensaure und ist nicht etwa 
auf eine aerobe Glykolyse auf Kosten zelleigener Kohlenhydrate zuriickzufiihren, 
denn ohne Pyruvat wird nach einer Stunde nicht viel mehr Milchséure gefunden, 
als schon zu Beginn des Versuches vorhanden war (vgl. Tabelle 3). 





Tabelle 3 
Extrakt aus Kaninchennieren 30 Minuten lang in fliissigem N,. Gas: O,; T = 38°. 
CU I ss eS 6 6 9 9 
ccm m/10-Na-pyruvat ...... 2,5 2,5 3,0 _ 
Versuchsdauer in Minuten . . 0 60 60 60 
mg Brenztraubensiure verbraucht . 2,2 13,8 11,2 _ 
mg Milchséure gefunden .... . 2,8 8,1 6,8 3,2 


11) Vgl. Anm. 1, S. 83. 
12) Diese Z. 244, 117 (1936). 
13) J. of Biol. Chem. 100, 291 (1933). 
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Das Fermentsystem der Brenztraubensiure-dehydrierung, das 
wahrscheinlich auch die Dehydrierung anderer a-Ketosiuren zustande- 
bringt**), wird also beim Einfrieren in fliissiger Luft zerstért. Da es sich 
bei diesem System um das Zusammenspiel mehrerer Komponenten 
handelt*®), muB die Frage nach dem eigentlichen Angriff vorerst noch 
offen bleiben. Die Auswirkung dieses Schadens auf die Atmung wird 
aber ohne weiteres klar, wenn man die Schliisselstellung der Brenz- 
traubenséure und anderer a-Ketosiuren im oxydativen Abbau der 
Kohlenhydrate und Eiweifstoffe beriicksichtigt. 

Was zuletzt den eigentlichen Mechanismus der Fermentschadigung 
durch das Einfrieren betrifft, so ist in erster Linie an eine Denaturierung 
und Koagulation labiler EiweiBkérper zu denken, einen Vorgang, der 
méglicherweise mit der beim Auskrystallisieren des Wassers eintretenden 
Dehydratisierung, einer Zerstérung der Hydrathiille, zusammenhangt. 
Da die Inaktivierung in den hier besprochenen Versuchen nur unlésliche 
Desmo-Enzyme betrifft, erscheint es recht wahrscheinlich, daB beim 
Vorgang des Einfrierens und Wiederauftauens in erster Linie labile 
Gel-Strukturen in Mitleidenschaft gezogen werden. 


Der Miinchener Universitaitsgesellschaft danke ich fiir 
finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Anhang 


Mikroskopischer Befund an den Ausstrichen verschiedener Schichten eines 
Zentrifugats vom Gewebs- und Zelltriimmerbrei einer Kaninchenniere 


Von 
Ludwig Burkhardt 


(Aus dem Pathologischen Institut des Schwabinger Krankenlauses zu Miinchen) 


Bereitung des Zentrifugats: vg). S. 84. 

1. Sediment: Zahlreiche ganze, teils offenbar beschadigte Zellen, vor- 
wiegend sicher Kanialchenepithelien. Die Zellen bilden z.T. Verbande, wobei 
es sich meist offenbar um Harnkanilchenteile handelt, diese teilweise auf- 
gelockert, mehr oder weniger in einzelne Zellen aufgelést. Das Cytoplasma der 
Zellen erscheint im allgemeinen stiirker beschidigt als der Kern. Teilweise sieht 
man Zelltriimmer von fein- bis grobkérnigem oder wabigem Bau, wobei es sich 
vorwiegend wohl um Kernbestandteile handeln diirfte. Vielfach sind die Zellen 
eigenartig deformiert, Zelleib schwanzférmig ausgezogen. Zwischen diesen Zel- 
len und Zellverbanden rote Blutkérperchen in maBiger Zahl. Ihre Anzahl ist 
geringer als die der kernhaltigen Zellen. Neben den epithelialen Zellen in ge- 
ringer Zahl auch Bindegewebs- bzw. GefaBwandzellen, auch vereinzelte Glomeruli 
oder Teilchen von solchen. Zwischen den Zellen zahlreiche kleine und kleinste 
Trimmer. Bei den beschidigten, aber noch besser erhaltenen Zellen fallt mit- 
unter auf, daB. der Zelleiv, das Zellplasma, vom Kern teilweise abgestreift ist. 

2. Gelbe Schicht: Vorwiegend Zellkerne und deren Triimmer. Auf- 
fallend haufig erscheinen die Zellkerne nackt. Kernkontur 2. T. erhalten, hau- 





4) C. Long und R. A. Peters, Bioch. Jl. 88, 759 (1939), 87, 215 (1943); 
C. Martius, diese Z. 279, 98 (1943). 
15) Vgl. F. Lynen, Naturwissensch. 30, 399 (1942). 
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figer aber sehen die Kerne wie zerquetscht aus, mitunter sind mehrere Frag- 
mente entstanden. Z. T. haften den Kernen noch mebr oder weniger groBe und 
deutliche Reste des Zelleibes an. Oft ist bei der Farbung nicht ganz sicher zu 
unterscheiden, ob Kern oder Cytoplasmatriimmer vorliegen, da Farbung und 
Strukturen an den starker geschidigten Zellteilen Uberginge zeigen. Vielfach 
sind ganz feine kérnchenférmige Triimmer vorhanden. Die besser erhaltenen 
Kerne zeigen verschiedene Form, teils sind sie langlich, teils rundlich, ganz vor- 
wiegend dirfte es sich um Epithelzellkerne handeln, die somit offenbar den 
wesentlich iberwiegenden Teil dieser Schicht ausmachen. 

3. Uberstehende Schicht (= ,,Nierenextrakt“). Sehr feinkriimelige 
Massen, die auBer feinsten Kérnchen oder Stabchen (?) keine deutlichen Struk- 
turen zeigen und in Form eines gleichmaBigen, dichten, leicht basisch gefirbten 
Netzes auf dem Objekttriger aufgetrocknet sind. Stellenweise auch etwas 
gréBere acidophile Kigelchen. GroBere Formelemente sind nicht vorhanden. 
Es ist daran zu denken, daB es sich bei diesen Massen vorwiegend um Bestand- 
teile des kernfreien Zelleibes handelt. 

4. Mischung aus Schicht 2 und 3: Innerhalb der eben beschriebenen 
feinkérnigen Masse finden sich Zellkerne und deren Triimmer in maBiger Anzahl. 


Uber die d-Aminosaéure-Oxydase in Leberextrakten von Ratten 
mit chemisch induzierten Tumoren 


Von 
Ulrich Westphal 
(Mit 3 Figuren im Text) 


(Aus dem Institut fiir Physiologische und Wehrchemie der Militararztlichen Akademie in Ber:in) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Miirz 1944) 


Bestimmt man die d-Aminosiure-Oxydase (d-A.S.0.)-Wirksamkeit 
in einem waBrigen Extrakt aus der Leber von Ratten mit Walker-Tu- 
moren, so stellt man gegeniiber gleichartig bereiteten Ausziigen von nor- 
malen Ratten eine stark verminderte d-A.S.0.-Wirksamkeit fest!). Aus 
vergleichenden Bestimmungen des Laktoflavingehaltes?) sowie Ver- 
suchen mit Zugabe von Alloxazin-adenin-dinukleotid zu dem System 
wurde geschlossen, daB die Erniedrigung der enzymatischen Aktivitiat 
nicht auf einem Mangel an prosthetischer Gruppe, sondern an Apofer- 
ment beruht?). 

Zur weiteren Priifung dieser Folgerung wurde nun untersucht, ob 
etwa die Schwaichung der Enzymwirksamkeit dadurch bedingt sei, daB 
durch die Anwesenheit des Carcinoms ein Faktor in den Leberextrakt 
iiberginge, der die d-A.S.0.-Wirkung hemmen kénnte. Es wurde daher 
frisches Walker-Tumorgewebe mit Quarzsand im Morser zerrieben und 


1) Ulrich Westphal, Naturwiss. 30, 120 (1942); H. S. 276, 191 (1942). 
2) Ulrich Westphal und Konrad Lang, H. 8. 276, 205 (1942). 
3) Ulrich Westphal, H.S. 278, 213 (1943). 
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mit m/5 Phosphatpuffer (pH 8,0) extrahiert und zentrifugiert. Pro 20 g 
frischen Tumorgewebes wurden 10 ccm fertigen Extraktes erhalten. 
Dieser wurde dem enzymhaltigen Leberauszug von normalen Ratten im 
Verhiiltnis 2:5 zugesetzt. Als Kontrolle diente derselbe Leberextrakt, dem 
in gleicher Menge der reine Phosphatpuffer zugefiigt wurde. Es ergab sich, 
daB die d-A.S.0.-Wirksamkeit durch den Tumorextrakt nicht gehemmt 
wurde; die Sauerstoffaufnahme betrug (im Mittel von je 2 Versuchen unter 
den friiher beschriebenen*) optimalen Bedingungen) nach 3 Stunden 
bei den Extrakten mit Tumorsaftzugabe: 245 cmm Sauerstoff, 
bei den Kontrollen ohne Tumorextrakt: 247 cmm Sauerstoff. 
Offenbar beruht also die Verminderung der d-A.S.0.-Wirksamkeit bei 
den Walker-Tumor-Ratten nicht 
na 





menden Faktors, der etwa infolge 
des Carcinomwachstums in dem 
Organismus auftrate. 

Aus friiheren Versuchen an 
Ratten, denen die Walker-Impf- 
tumoreh operativ entfernt wurden, 
war der SchluB gezogen worden, 
daB die Erniedrigung der d-A.S.0.- 
Aktivitat ,,in einer gewissen quan- 
titativen Beziehung steht zu der 

Menge des stark wachsenden Tu- 
700! ai morgewebes -oder seiner Wachs- 
th tumsgeschwindigkeit“*). Zur wei- 
“ teren Klarung dieser Vorstellung 
wurden Untersuchungen mit an- 
deren Ratten-Tumoren herange- 
ge zogen. 
‘fe Alseine besonders schnell wach- 
“fp sende Geschwulst wurde das Jen- 
y sen-Sarkom gewahlt. Die Ratten 
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Fig. 1. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte 
von Ratten mit Jensen-Sarkom (Kurven I u. 
III) sowie von normalen Kontrolltieren (Kurven IT 
u. IV) bei mwart von d,l-Alanin (Kurve I 
bzw. II) und Phosphatpuffer (Leerwerte, Kurve III 
bzw. IV). Mittelwerte von je 2 Warburg-Ver- 
suchen. Im Hauptraum jeweils 2,1 ccm Leber- 
extrakt, entsprechend 0,40 g Frischleber; in der 
Birne 5-10-* Mol (44,5 mg) d,l-Alanin in 1,0 ccm 
m/2 Phosphat (pH 8,0) bzw. 1,0 ccm leeres m/2 
Phosphat (pH 8,0). Im Einsatz des GefiGes 
0,lccm 2n KOH. pH des Reaktionsgemisches 
bei Versuchsbeginn 7,8. Im Gasraum 0O,; Schiit- 
telgeschwindigkeit 125 pro Minute. Temperatur 
37,5°. Jeweils 3 Parallelansitze. Die durch die d- 
A.S.O. auf das d,l-Alanin tibertragene Sauerstoff- 
menge entspricht die Differenz der Kurven I 
bis III bzw. II—IV. 


erhielten in der friiher bei den 
Walker-Tumoren _beschriebenen 
Weise subkutane Injektionen von 
Brei eines frisch zerschnittenen 
Jensen-Sarkoms. Nach 2}/, bis 
3 Wochen erreichten die Sarkome 
Gewichte bis zu 35g. Die Tiere 
wurden dann wie iiblich durch De- 
kapitieren getétet und died-A.S8.0.- 
Wirksamkeit in den Leberextrakten’ 
bestimmt. Wie die Fig. 1 zeigt, ist 

*) Ulrich Westphal, H. 8. 278, 
222 (1943). 
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ebenso wie beiden Walker-Tumor-Tragern die d-A.S.0.-Wirksamkeit in 
den Leberextrakten der Ratten mit Jensen -Sarkomen bedeutend niedriger 
als bei den gleichzeitig untersuchten normalen Tieren; die Sauerstoff- 
aufnahme betrug im Mittel von je 2 Versuchen nach einer Stunde 15emm 
gegeniiber 137 cmm bei den Kontrollen. Ratten mit stark wachsendem 
Jensen-Sarkom zeigen also hinsichtlich der d-A.S.0.-Aktivitat in den 
Leberextrakten ein gleiches Verhalten wie die Walker-Tumor-Tiere. 
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Fig. 2. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von Ratten mit Benzpyren-Tumoren (Kurven I u. ITI) 

und normalen Kontrolltieren (Kurven II u. IV) bei Gegenwart von d,l-Alanin (Kurve I bzw. II) und 

Phosphatpuffer (Leerwerte, Kurve III bzw. IV). Mittelwerte von je 4 Warburg-Versuchen. Ubrige 
Bedingungen wie in Fig. 1. 

Fig. 3. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von Ratten mit Methylcholanthren-Tumoren (Kurven 

I u. ITD) sowie normalen Kontrolltieren (Kurven II u. IV) bei Gegenwart von d,]l-Alanin (Kurve I bzw. 

II) und Phosphatpuffer (Leerwerte, Kurve III bzw. IV). Mittelwerte von! je 4 Warburg-Versuchen. 
Ubrige Bedingungen wie in Fig. 1. 


Im weiteren wurden nun Ratten mit Tumoren untersucht, die durch 
karzinogene Stoffe erzeugt waren. Die Tiere erhielten Injektionen 
von Benzpyren sowie Methylcholanthren (je 10 mg einmalig in 
dliger Lésung unter die Riickenhaut). Die Geschwulste entwickelten sich 
iiber Monate; nach etwa 4!/, bis 6 Monaten hatten sie Gewichte zwischen 
10 und 50 g erreicht. Die Tiere wurden dann getétet und die d-A.S.0.- 
Wirksamkeit bestimmt. 

Fig. 2 zeigt das Ergebnis fiir die Ratten mit den Benzpyren- 
Tumoren. Man sieht, daB die Leberextrakte der Geschwulsttrager gleich- 
viel d-A.S.O. enthalten wie die der unbehandelten Kontrollen. Die 
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Sauerstoffaufnahme betrigt (im Mittel von je 4 Versuchen) nach einer 
Stunde 129cmm gegeniiber 128cmm. Ein entsprechendes Verhalten 
zeigen die mit Methylcholanthren behandelten Tiere (Fig. 3). Auch 
bei diesen ist die d-A.S.0.-Wirksamkeit der Leberextrakte ebenso hoch 
wie die der Kontrollratten. Unter den Standardbedingungen wurden 
(ebenfalls im Durchschnitt von je 4 Versuchen) nach einer Stunde bei 
den Ausziigen von den Methylcholanthren-Tieren 44 cmm Sauerstoff 
von der d-A.S.0. iibertragen, wiihrend die Aufnahme in den Extrakten 
aus den normalen Ratten 48 emm betrug. 

Es ergibt sich also aus diesen Versuchen, da8 ein charakteristischer 
Unterschied besteht zwischen den rapide wachsenden Impftumoren 
(Walker-Carcinom, Jensen-Sarkom) und den durch cancerogene Ver- 
bindungen (Benzpyren, Methylcholanthren) erzeugten Geschwulsten: 
Im Organismus der Ratten mit den genannten Impftumoren ist die 
d-A.S.0.-Wirksamkeit, ausgewertet im Leberextrakt, stark erniedrigt 
gegeniiber der Norm; die Tiere mit den auf rein rein chemischem Wege 
erzeugten Tumoren weisen dagegen véllig normale d-A.S.0.-Werte auf. 
Schwichung des auf die d-Aminosiuren eingestellten Oxydationsferment- 
systems ist also kein allgemeines spezifisches Kennzeichen fiir die Gegen- 
wart eines Tumors. Eine derartige SchluBfolgerung ergab sich auch schon 
bei den friitheren Versuchen, bei denen nach der unvollstindigen Exzision 
des Walker-Tumors restliches Geschwulstgewebe langsam weiter- 
wuchs; auch in dem Falle waren die d-A.S.0.-Werte normal‘). Auch die 
Benzpyren- und Methylcholanthren-Tumoren sind gegeniiber den beiden 
Impftumoren durch relativ langsames Wachstum ausgezeichnet. 

Die vorliegenden Befunde wiirden also die friiher geiiuBerte Vor- 
stellung in der Weise einengen, da die Schwachung derd-A.S.0.-Aktivitit 
bei den Tumortieren in einer Beziehung zu der Wachstumsgeschwindig- 
keit der Geschwulste steht. Auf die Menge des bis zum Zeitpunkt der 
Untersuchung entstandenen Tumorgewebes, das sich im Falle der Car- 
cinogen-Tumoren in vielen Moriaten bildet, kommt es dabei nicht an. 

Wie oben erwihnt, beruht die beschriebene Schwachung der d- 
A.S.0.-Wirksamkeit auf einem Mangel an Apoferment. Es wurde daher 
gepriift, ob im Zusammenhang mit der Enzymverminderung in dem Zu- 
stande des extrahierbaren Leberproteins Abweichungen auftreten; so 
wurden in Leberausziigen von Ratten mit Walker-Carcinomen und che- 
misch induzierten Tumoren Gesamteiwei8 und Albumin bestimmt. 

Die Bestimmung von EiweiB in Organen ist wesentlich abhingig von der 
Art der Extraktion, da man je nach dem verwendeten Extraktionsmittel recht 
verschieden groBe Mengen. in Lésung bringen kann. Wir verwendeten 0,25 m 
Phosphatpuffer von py 7,0, mit dem nach Urban‘) etwa 50% des gesamten 
EiweiB extrahiert werden kénnen. Das Le >bergewebe des dekapitierten und aus- 

ebluteten Tieres wurde sofort bei Gegenwart von Quarzsand im Morser mit 
er 10-fachen Menge der Pufferlésung fein zerrieben und tiber Nacht im KEis- 
schrank belassen. Darauf wurde zentrifugiert und der Auszug filtriert. In der 
so erhaltenen EiweiBlésung wurden das Gesamteiwei8 und die Albumine auf 


5) Urban, F.F., Bio. Z. 283, 435 (1936). 
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gravimetrischem Wege*) bestimmt (Doppelbestimmungen). Um _ médglichst 
vergleichbare Bedingungen zu haben, wurden die Analysen der Tumortiere 
und der Kontrollen jeweils nebeneinander durchgefihrt. 

Tabelle 1 


EiweiBgehalt*) der Leberextrakte von Tumorratten, in °4 der frischen Leber 
des ausgebluteten Tieres 

















Gesamt-EiweiB Albumin : ee eee 
Tumor om Mittelwert Mittelwert a isi 
(u.Fehlerbereich)|(u.Fehlerbereich)|(P¢'e¢"”-)} Globulin 
Walker 14 10,7 + 1,8 2,6 + 0,5**) | 6,5**) | 0,40**) 
(8,7 — 12,5) (2,1 — 3,1) 
Zugehdrige 14 11,9 + 1,5 3,8 + 1,0**)| 7,8**) | 0,49**) 
Kontrollen (10,4 — 13,4) | (2,8 — 4,8) 
Benzpyren 2 14,0 3,0 11,1 0,27 
Zugehérige 
Kontrollen 2 14,7 3,4 11,4 0,30 
Methyl- 4 12,5 + 2,7 3,5 + 0,8 9,2 0,38 
cholanthren (9,8 — 15,2) | (2,7 — 4,3) 
Zugehérige 4 14,9 + 1,8 4,1 + 0,9 10,8 0,38 
Kontrollen (13,1 — 16,7) (3,2 — 5,0) 














*) Durch geringe Abweichungen in den Bedingungen der Bestimmung, 
besonders bei der EiweiBextraktion, kénnen Unterschiede im Proteingehalt 
der verschiedenen Versuche auftreten. Es sei daher besonders darauf hingewiesen, 
daB die Absolutwerte des EiweiBgehaltes der einzelnen Gruppen nicht unbe- 
dingt miteinander vergleichbar sind. Fiir unsere Fragestellung kommt es je- 
doch vornehmlich auf das Verhiltnis zwischen den Werten der Tumortiere 
und denen der Kontrollen an. Diese kénnen bei der gewaihlten Versuchsmethodik 
stets direkt miteinander verglichen werden. 

**) Durchschnittswerte von jé 7 Tieren. 


Wie die Tabelle 1 zeigt, sind die Werte fiir Gesamtprotein und Albu- 
min bei den Walker-Tumorratten niedriger als bei den Kontrolltieren ; 
die Unterschiede sind jedoch statistisch nicht gesichert. Im Durchschnitt 
wurde an GesamteiweiB 90 + 11% der bei den normalen Vergleichs- 
ratten erhaltenen Mengen gefunden. An einer Reihe von Tieren wurden 
auBerdem der Gesamt- und Rest-Stickstoff (im Trichloressigsiurefiltrat) 
der Leber bestimmt; hierbei ergaben sich ebenfalls keine Unterschiede 
zwischen den Walker-Tumorratten und den Kontrollen. Auch bei den 
Benzpyren- und Methylcholanthren-Tieren waren die Mengen an Ge- 
samteiwei8 und Albumin im Leberextrakt praktisch ebenso grof wie bei 
den normalen Kontrollratten. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen, daB ein eindeutiger Zusammen- 
hang zwischen der Verminderung der d-A.S.0.-Wirksamkeit bei den 
Walker-Tumorratten und dem Proteingehalt der Leber nicht fest- 
gestellt werden konnte; dies gilt sowohl fiir das GesamteiweiB der Leber als 
auch fiir das Protein in den Leberextrakten, die ja in entsprechender Weise 
dargestellt wurden wie die Ausziige zur Messung der Fermentaktivitat. 


*) Vgl. K. Hinsberg und K. Lang, Medizin. Chemie. Berlin und Wien 
1938. S. 401. 
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d-Aminosaéureoxydase-Wirksamkeit 
in Leberextrakten von kachektischen und traichtigen Ratten 


Von 
Ulrich Westphal 
(Mit 2 Figuren im Text) 
(Aus dem Institut fiir Physiologische- und Wehrchemie der Militérarztlichen Akademie in Berlin) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 23, Marz 1944) 


Im Verlaufe der Untersuchungen zur Klaérung der Frage, wie weit 
die Schwachung des d-Aminosiureoxydase-(d-A.S.0.)-Systems fiir den 
krebskranken Organismus spezifisch ist, wurde gepriift, ob eine derartige 
Fermentabnahme auch auftritt, wenn beim krebsfreien Tiere durch 
andere Ursachen eine allgemeine Kachexie eingetreten ist. Zur Er- 
zeugung eines solchen Schwichezustandes wurden gesunde, mannliche 
Ratten mit einem Gewicht von 150 bis 300 g iiber mehrere Wochen mit 
Dichlordiithylsulfid behandelt. Den Tieren wurden im Abstand von 
3 bis 4 Tagen jeweils 2 bis 3 mg des Stoffes auf die von Haaren befreite 
Riickenhaut aufgebracht; die Gesamtmenge betrug 10 bis 20 mg. Der 
kachektische Zustand wurde bald deutlich; in einigen Fallen trat der Tod 
ein. Die Gewichtsabnahmen der Ratten betrugen etwa 30 bis 50 g. Die 
Bestimmung der d-A.S.0.-Wirksamkeit wurde in der friiher beschrie- 
benen Weise!) im Vergleich mit normalen Kontrolltieren durchgefiihrt. 
Wie die Fig. 1 zeigt, besteht in der Fermentstirke der Leberextrakte von 
normalen und diesen kachektischen Ratten praktisch kein Unterschied ; 
die Sauerstoffaufnahme betrug nach 3 Stunden 192 bzw. 180 cmm. Eine 
allgemeine Kachexie ist also nicht als die Ursache einer erniedrigten 
d-A.S.0.-Wirksamkeit anzusehen; auf sie kann also auch die Ferment- 
schwachung bei den Walker- und Jensen-Tumorratten nicht zuriick- 
gefiihrt werden. 

In friiheren Versuchen*) wurde der Frage eines spezifischen Zusam- 
menhanges zwischen d-A.S.0.-Schwichung und Tumorwachstum da- 
durch naher zu kommen getrachtet, daB durch Beibringen von Brand- 
wunden ein verstérktes normales Zellwachstum angeregt wurde. Hier- 
durch kam es nicht zu einer Erniedrigung der d-A.S.0.-Wirksamkeit. Es 
wurde bereits damals darauf hingewiesen, daB aus einem solchen nega- 
tiven Ergebnis keine allzu weitgehenden SchluBfolgerungen iiber die 
Frage der Spezifitat gezogen werden diirfen, da das durch die Verbren- 


1) Ulrich Westphal, diese Ztschr. 278, 213 (1943). 
2) Ulrich Westphal, diese Ztschr. 278, 222 (1943). 
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Fig. 1. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von kachektischen Ratten (Kurven I u. III) sowie von 
normalen Kontrolitieren (Kurven II u. IV) bei Gegenwart von d,l-Alanin (Kurve I bzw. II) und Phos- 
phatpuffer (Leerwerte, Kurve III bzw. IV). Mittelwerte von je 8 Warburg-Versuchen. Im Haupt- 
raum jeweils 2,1 ccm Leberextrakt, entsprechend 0,40 g Frischleber; in der Birne 5-10-* Mol (44,5 ms) 
d,l-Alanin in 1, 0 ecm m/2 Phosphat (pH 8,0) bzw. 1,0 ccm leeres m/2 Phosphat (pH 8,0). Im Einsatz des 

GetéBes 0,lccom 2n KOH. pH des Reaktionsgemisches bei Versuchsbeginn 7,8. Im Gasraum O,; 
Schiittelgeschwindigkeit 125 pro Minute; Temperatur 37,5°. Jeweils 3 Parallelansitze. Die durch die 
d-A.3.0. auf das d,]-Alanin iibertragene Seuerstottmenge entspricht der Differenz der Kurven I—LI 
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nungen hervorgerufene Zellwachstum mengenmaBig nicht mit dem 
eines intensiv wachsenden Walker-Tumors vergleichbar ist. Es wur- 
den daher trachtige Ratten fiir diese 
Fragestellung herangezogen. In der I 
Schwangerschaft tritt in erheblichem 
MaBe eine Neubildung von Gewebe ein; 
den Umfang dieses Zellwachstums kann 
man daraus ermessen, daB eine Ratte 
in den wenigen Wochen ihrer Gravidi- 
tat eine Gewichtszunahme von etwa 40g 
aufweist. Die Starke der Zellproliferation ‘2 
liegt somit in einer GréBenordnung, die eens. 
mit der beim Wachstum der von uns 1 gare 
verwendeten Impftumoren véllig ver- (en 

gleichbar ist. Die trachtige Ratte er- ag 
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Objekt zur Klairung der Frage, ob die 
beobachtete Fermentschwachung in 
spezifischer Weise an die Gegenwart 
gerade des undifferenzierten Wachs- 
tums des malignen Gewebes gebun- 
den ist, oder ob sie auch in einem 
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Fig. 2. Sauerstoffaufnahme der Leber- 
extrakte von trichtigen Ratten (Kurven I 
u. III) sowie von normalen Weibchen (Kur- 
ven II u. IV) bei nwart von d,l-Alanin 
(Kurve I bzw. II) und Phosphatpuffer (Leer- 
werte, Kurve III bzw. IV). Mittelwerte 
von je 11 Warburg-Versuchen. Ubrige 
Bedingungen wie in Fig. 1. 
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Organismus auftritt, bei dem in vergleichbarem AusmaB Prozesse nor- 
malen, geordneten Zellwachstums stattfinden. 

Die verwendeten trachtigen Ratten besaBen Gewichte zwischen 180 
und iiber 300 g; sie wurden kurz vor der zu erwartenden Geburt der 
Jungen in der iiblichen Weise im Vergleich mit normalen weiblichen 
Tieren auf ihre d-A.S.0.-Aktivitat gepriift. Wie die Fig. 2 zeigt, ist die 
Fermentwirksamkeit bei den schwangeren Ratten gegeniiber den Kon- 
trollen stark erniedrigt. Die Unterschiede sind statistisch gesichert; die 
Sauerstoffaufnahme betragt nach 1 Stunde 25 + 11 cemm gegeniiber 
70 + 31 cemm (oy = 3,260 bzw. 9,667; Uberschreitungswahrscheinlich- 
keit 0,0027). 

Ebenso wie bei den Tumorratten*) wurden auch bei den trachtigen 
Tieren das extrahierbare LebereiweiB sowie der Gesamtstickstoffgehalt 
im Vergleich zu normalen Weibchen bestimmt. Wie die Tab. 1 zeigt, 
stimmen die erhaltenen Werte mit denen der Kontrollen iiberein. Eine 
Erniedrigung des d-A.S.0.-Gehaltes ist also auch in diesem Falle nicht 
mit einer Abnahme des extrahierbaren Leberproteins verbunden. 


Tabelle 1 


Extrahierbares EiweiB und Gesamtstickstoff in der Leber von trichtigen Ratten 
und Kontrolltieren.. Durchschnittswerte 











Anzahl | Gesamt- : . | Albumin| Gesamt- 
Ratten | der Tiere| eiweiB Albumin | Globulin Glubulin | Stickstoff *) 
trachtig 13 13,3% 3,3%, 10,0% 0,33 2,88% 
normal 
weiblich 13 13,1% | 30% | 101% | 0,30 2,89% 




















*) Bestimmung an je 7 Tieren. 


Wenn wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber die d-A.S.0.- 
Wirksamkeit im Organismus der Ratte in verschiedenen Zustanden zu- 
sammenfassend betrachten, so zeigt sich einmal, daB bei Anwesenheit 
rapide wachsender bésartiger Geschwiilste (Walker-Carzinom, Jensen- 
Sarkom) dies Fermentsystem geschwicht ist*) “). Diese Schwachung ist 
jedoch nicht als ein spezifisches Kennzeichen fiir das krebskranke Tier 
anzusehen, denn bei den Ratten, bei denen durch Injektion karzinogener 
Stoffe (Benzpyren, Methylcholanthren) Tumoren erzeugt wurden, unter- 
scheidet sich die d-A.S.0.-Aktivitaét nicht von der normaler Kontroll- 
tiere*). Eine durch die Gegenwart eines Walker-Tumors erniedrigte 
Fermentwirksamkeit wird jedoch wieder véllig normal, wenn die Tu- 
moren operativ entfernt werden’) ; sie bleibt es auch dann, wenn bei nicht 
volistandig gelungener Exzision die Geschwulstreste nur sehr langsam 
weiterwachsen, so daB sich im Laufe von 2 Wochen nur wenige Gramm 


3) Ulrich Westphal, diese Ztschr. 281, 89 (1944) (vorsteh. Arbeit). 
4)-Ulrich Westphal, Naturwiss. 80, 120 (1942); diese Ztschr. 276, 191 


(1942). 
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Tumorgewebe bilden. Wenn somit ein spezifischer Zusammenhang zwi- 
schen der Gegenwart maligner Tumoren und der d-A.S.0.-Schwachung 
nicht besteht, so ist die Erniedrigung der Fermentaktivitit auch nicht 
auf den bei den Krebstieren vorhandenen kachektischen Zustand zuriick- 
zufiihren. Dies ergibt sich einerseits bereits aus der normalen d-A.S.0.- 
Wirksamkeit bei den Ratten mit Carcinogen-Tumoren, andererseits aus 
den Versuchen an den mit chemischen Stoffen behandelten Tieren, bei 
denen trotz typischer Kachexie ebenfalls normale d-A.S.0.-Werte gefun- 
den wurden. 

Ubereinstimmend zeigen die Untersuchungen an krebskranken 
Ratten, daB eine erniedrigte d-A.S.0.-Aktivitat immer dann angetroffen 
wird, wenn eine intensive Neubildung von Geschwulstgewebe statthat. 
DaB die Entstehung des undifferenzierten, bésartigen Gewebes hierbei 
jedoch nicht das Wesentliche ist, zeigen die Versuche an trachtigen 
Ratten, bei denen die d-A.S.0.-Wirksamkeit ebenfalls vermindert ist. 
Alle bisherigen Befunde haben somit gemeinsam, daB eine Erniedri- 
gung der d-A.S.0.-Werte in den Leberextrakten festzu- 
stellen ist, wennim Organismus Prozesse eines starken Zell- 
wachstums, ob geordnet oder ungeordnet, stattfinden. Auch 
die Beobachtungen an jungen Ratten’) lassen sich hier zwangslos ein- 
ordnen, wenn man beriicksichtigt, daB auch bei ihnen in besonderem 
MaBe stindig neues Gewebe gebildet wird. Welcher Zusammenhang je- 
doch zwischen den Vorgingen des Zellwachstums und der damit verbun- 
denen EiweiB-Synthese einerseits und der erniedrigten d-A.S.O.-Wirk- 
samkeit andrerseits besteht, ist bisher unbekannt. 
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Uber die Unterscheidung von Muskel- und Hefeadenylsaéure 
Von 
Hans Berlin und Jim Westerberg 
(Mit 2 Figuren.auf einer Tafel) 


(Aus dem Zentrallaboratorium der AB Astra, Sédertilje, Schweden) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1944) 


Man kennt heute mehrere Methoden zur Unterscheidung der Muskel- 
von der Hefeadenylsiure (Adenosin-5-, bzw. -3-monophosphorsiure) ; die 
in der Literatur bisher angegebenen Methoden sind von Klein im Werke 
Die Methoden der Fermentforschung‘‘ (Bamann und Myrbick), S. 337, 
zusammengefaBt. In unsrer Arbeit mit verschiedenen Adenosinverbin- 
dungen haben wir auch die Eigenschaften von Muskel- und Hefeadenyl- 
siure untersucht. Zu den schon bekannten Methoden zur Unterscheidung 
der Verbindungen sei folgendes bemerkt: 


Die Schmelzpunkte der Substanzen unterscheiden sich wenig; Embden 
und Schmidt?!) fanden fiir Muskeladenylsiure einen Schmelzpunkt von 
197—200° C, fiir Hefeadenylsiure 193—-194', Werte, die ungefihr mit den 
unserigen iibereinstimmen. Dazu kommt, da geringe Verunreinigungen eine 
erhebliche Schmelzpunktsdepression herbeifiihren, und da8 ein kraftiges Sintern 
unter beginnender Zersetzung dem Schmelzen vorangeht, weshalb der gefundene 
Schmelzpunkt auch von der Erhitzungsgeschwindigkeit abhingig wird. Die 
Unterscheidung durch Schmelzpunktsbestimmung ist daher nicht ganz zu- 
verlassig. 

Die optische Drehung [a] og in 10-prozentiger Salzsiure ist nach 
unseren Bestimmungen: fiir Muskeladenylsiure — 30,7°, fir Hefeadenylsaiure 
— 35,2° (auf Substanzen mit 1 Mol Wasser bezogen). Nach Embden und 
Schmidt!) sind die Werte — 26,0° bzw. — 36,5°. Eine neuere Untersuchung 
= Levene und Tipson?) ermittelt fiir Muskeladenylsiure — 30,5° bis 
— 31,0°. 

Die Adenylsiuren unterscheiden sich in ihrer Wasserléslichkeit; wir 
haben fiir Muskeladenylsiure 1,0°%, fiir Hefeadenylsiure 0,26% bei Zimmer- 
temperatur gefunden. Die Hefeadenylsiure ist auch in siedendem Wasser 
noch wenig lijslich; die Muskeladenylsiure |ést sich dagegen in der Warme 
leicht. 

Die Reaktion von Parnas und Klimek’): Die Substanz wird in 
NaOH zu bestimmter Konzentration gelést, und zur Lésung wird eine an- 
gegebene Menge von CuSOQ,-Lésung gegeben. Muskeladenylsiure soll ‘unter 
diesen Verhiltnissen eine klare tiefblaue Lésung geben, Hefeadenylsaure ‘einen 
Niederschlag in farbloser Lésung. Wir haben einen groBen Unterschied in der 
Reaktionsweise der beiden Isomeren beobachtet, die Angaben von Parnas 
und Klimek haben wir jedoch nicht ganz bestitigen kénnen. Wenn wir zu 


1) Embden, G. und Schmidt, G.: Diese Z. 181, 130 (1929). 
2) Levene, P. A. und Tipson, R..S: J. Biol. Chem. 121, 147 (1937). 
5) Parnas, J. K. und Klimek, R.: Diese Z. 217, 75 (1933). 
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einer mit NaOH versetzten Muskeladenylsiurelésung portionsweise CuSQ,- 
Lésung fiigen, finden wir, wie Parnas und Klimek, das zuerst eine blaue 
Farbung, die spater grinlich wird, schlieBlich ein blaugriiner Niederschlag 
auftritt; der Farbenwechsel und der Niederschlag entstehen jedoch in unseren 
Versuchen regelmaBig friiher als in den Versuchen von Parnas und Klimek, 
wenn wir die von ihnen angegebenen Reagenzmengen verwenden. 

Wir haben die. Reaktion der Adenylsiuren mit verschiedenen 
Mengen von NaOH und CuSO, nachgepriift. Die folgenden Serien er- 
liutern den Unterschied in der Reaktionsweise der beiden Verbindungen: 

Es werden je 60 mg Muskel- und Hefeadenylsiure in je 3cm* Wasser 
unter Zusatz von 0,25 cm’ 10-prozentiger NaOH gelést. Zu 1 cm* der Lésungen 
wird stufenweise eine 2-prozentige Lésung von CuSO,-5H,0O gesetzt. 

Muskeladenylsiure: Zuniachst erscheint kein Niederschlag, die Lésung 
farbt sich aber blau. Die Farbe wird immer starker mit steigender Menge von 
CuSQ,, bis etwa 0,3 cm* zugesetzt sind. Von hier an tritt in der Farbe eine griine 
Komponente auf, die sich bis zu einem Zusatz von etwa 0,5 cm* CuSO, vermehrt. 
Nun erscheint ein blaugriiner Niederschlag, der bei 0,7 cm* Zusatz sehr kraftig 
geworden ist. 

Hefeadenylsaure: Sofort beim CuSQ,-Zusatz entsteht ein blauer Nieder- 
schlag, der sich bei weiterer Zugabe vermehrt. Bei Zentrifugieren erweist sich 
die Lésung als véllig farblos. Bei 0,55—0,60 cm* CuSO, tritt eine griine Kom- 
ponente im Niederschlag auf, dieimmer starker wird. Noch bei 1 cm* CuSQ,- 
Zusatz ist der Niederschlag jedoch starker blau als der Niederschlag in der 
Muskeladenylsaureprobe. 

Wir kénnen demnach die folgende Probe zur Unterscheidung der 
Hefe- von der Muskeladenylsiure als zuverlassig vorschlagen: 

60 mg der zu untersuchenden Substanz werden in 3cm* Wasser unter 
Zusatz von 0,25 cm® 10-prozentiger NaOH gelést. Zu 1 cm* der Lésung werden 
0,20 cm’ einer 2-prozentigen Lésung von CuSO,:5H,0 gefiigt. 

a) Die Lésung bleibt klar und farbt sich blau: Muskeladenylsaure. 

b) Ein blauer Niederschlag tritt auf, die Flissigkeit erscheint nach Zentri- 
fugieren als farblos: Hefeadenylsaure. 


Die Adenosinphosphorsiiuren und ihre Salze lassen sich im allge- 
meinen nicht’ in kristallisierter Form erhalten. Wagner-Jauregg‘) 
hat jedoch gefunden, daB die Acridinsalze der Adenosinpolyphosphor- 
siuren gut kristallisieren; auch das Acridinsalz der Muskeladenylsdure 
hat er kristallisiert erhalten und zwar als ,,groBe, schéne, dottergelbe, 
prismatische Nadeln“. Dieser Befund veranlaBte uns, zu untersuchen, ob 
Muskel- und Hefeadenylsiure Acridinsalze von verschiedener Kristall- 
form giben, deren Bildung eine einfache Methode zur Unterscheidung 
der beiden Verbindungen erméglichen kénnte. Unsere Versuche haben 
gezeigt, daB dies der Fall ist: 

Acridinsalz der Muskeladenylsaure. 50 mg Muskeladenylsiure wer- 
den in 3cm® dest. Wasser unter Erwarmung og Zur warmen Lisung fiigt 
man 25 mg Acridin, in 1 cm* Alkohol gelést. Bei Abkihlung kristallisiert das 
Acridinsalz der Muskeladenylsiure in Form gelber Nidelchen, die makro- 
skopisch leicht zu erkennen sind, besonders wenn man die Abkihlung langsam 
vor sich gehen 14Bt. Die Nadeln kénnen dann mehrere Millimeter lang werden. 


*) Wagner-Jauregg, Th.: Diese Z. 289, 188 (1936). 
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Die kleinen Kristalle, die man bei schneller Abkihlung erhalt, erscheinen im 
Mikroskop als Gebilde, die am besten als Besen charakterisiert werden kénnen. 
Auch die gréBeren, langsam kristallisierten Nadeln haben oft die Tendenz, 
von einem Punkte biindelweise auszuwachsen. Abb. 1 zeigt ein Gemisch von 
schnell und langsam kristallisiertem Salz; sowohl die kleinen Besen als die 
gréBeren Nadeln sind hier dargestellt. 


Acridinsalz der Hefeadénylsiure. Dieses Salz wird in ganz analoger 
Weise erhalten. Bei der Abkihlung fillt das Salz in Gestalt kleiner, runder, 
gelber Kliimpchen oder Billchen aus, die zunachst vorzugsweise an den Wan- 
den des Reagenzglases haften. Makroskopisch hat der Niederschlag keine Kri- 
stallstruktur; im Mikroskop sieht man aber, da8 die Biallchen aus sehr vielen, 
auBerst feinen Nidelchen bestehen, die radiell vom Zentrum der Billchen aus- 
wachsen (Abb. 2). Bisweilen, besonders in den kleinsten Gebilden, sieht man 
eine Tendenz zu ,,doppelbesenihnlicher‘*, doppelseitiger Symmetrie. 


Bemerkenswert ist folgende Beobachtung: Wenn man ein Gemisch von 
gleichen Teilen Muskel- und Hefeadenylsiure mit Acridin auskristallisieren 
1aBt, erhalt man eine Kristallmasse einheitlicher Struktur, woraus man schlieBen 
darf, daB hier ein Doppelsalz vorhanden ist. Die Kristalle erscheinen als regel- 
maBige, sehr schéne Sterne, die sich aus radiell angeordneten Stabchen gleicher 
Dicke zusammensetzen. 


Experimentelles iiber die Acridinverbindungen 


Acridin. Das Acridin wurde aus Acridinhydrochlorid (Praiparat von 
Th. Schuchardt) hergestellt durch Neutralisieren einer waBrigen Lésung 
mit NaOH, Waschen des entstandenen Niederschlages mit dest. Wasser, Auf- 
lésung in Alkohol und Umfillung mit Wasser. Die Substanz wurde im Vakuum 
bei 40°C getrocknet. Schmelzpunkt 108,5° C. 


Muskeladenylsaure. Die Muskeladenylsiure wurde von uns hergestellt 
durch fermentative Phosphorylierung von Adenosin, das durch Spaltung von 
Hefenukleinsiure erhalten worden war. Zur Reinigung wurde die Verbindung 
nach Abspaltung von Pyrophosphorsiuregruppen u.a. als Barium- und Blei- 
salz ausgefallt; das Bleisalz wurde mit H,S zerlegt und die freie Siure mehrmals 
aus Wasser umkristallisiert. 

Analyse (auf kristallwasserfreie Substanz bezogen): C,9H,,0,N,P = 347,2; 
Ber.: N 20,18%, P 8,93%; Gef.: N 20,04%, P 8,80%. 

Hefeadenylsaiure. Unsere Substanz war das Handelspriparat von 
Hoffmann-La Roche. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. 

Analyse (auf kristallwasserfreie Substanz bezogen): C,9H,,0,N,P = 347,2. 
Ber.: P 8,93%. Gef.: P 8,83%. 

Acridinsalz der Muskeladenylsaure. (1 Adenylsaure + 1 Acridin). 
Die Verbindung wurde durch Zusammenbringen Aquivalenter Mengen von 
Adenylsiure und Acridin auskristallisiert, in der Weise, die oben beschrieben 
ist. Die geben Kristalle wurden mehrmals aus Wasser umkristallisiert und 
iiber P,O, im Vakuum getrocknet. 

CioH,,0,N;P : C,sH,N - H,O = 544,3. Ber.: N15,45%, P5,70%. Gef.: 
N 15,45%, P 5,53%. 

Schmelzpunkt 208° (unter Zersetzung, nach vorheriger Dunkelfirbung, 
bei ziemlich schneller Erhitzung). 


Acridinsalz der Hefeadenylsaure. (1 poe sme + 1 Acridin). 
Das Salz wurde in analoger Weise hergestellt und umkristallisiert. 
C,oH,,0,N,P : C,sH,N - H,O = 544,3. Ber.: N 15,45%, P5,70%. Gef.: 
N 15,44%, P 5,38%. 
Die Substanz sintert und wird schwarz bei 175° (nach vorheriger Dunkel- 
farbung, bei ziemlich schneller Erhitzung). Schmelzpunkt nicht bestimmbar. 
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Zusammenfassung 


Einige der Eigenschaften, in denen sich Muskel- und Hefeadenyl- 
siure unterscheiden, werden besprochen. Schmelzpunkt, optische Dre- 
hung und Wasserléslichkeit der beiden Verbindungen werden ver- 
glichen. 

Die von Parnas und Klimek angegebene Methode zur Unter- 
scheidung der Verbindungen mit NaOH und CuSO, wurde nachgepriift ; 
ihre Befunde konnten nicht véllig bestatigt werden. Eine Modifikation 
der Probe wird vorgeschlagen. 

Es wird schlieBlich eine neue einfache Methode zur Unterscheidung 
der beiden Isomeren beschrieben, die auf der Tatsache beruht, daB die 
Acridinsalze der Verbindungen Kristalle von ganz verschiedenem Aus- 
sehen bilden. 


Uber einen tédlichen, ernahrungsbedingten 
Leberschaden und das Vorkommen von Leberschutzstoffen 


Von 


Klaus Schwarz 
(Mit 3 Figuren im Text und auf einer Tafel) 
(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fir Chemie) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1944) 


1. Einleitung. Die Jahresschwankung der Uberlebensdauer 


Bei Versuchen, welche die Auffindung neuer Avitaminosen zum 
Ziele hatten, gelang es im Jahre 1941, eine Mangelkost zu entwickeln 
(Diat 5), durch die trotz Zugabe aller bisher als unerlaBlich erkannten 
Vitamine bei 84,4% der eingesetzten jungen Ratten innerhalb durch- 
schnittlich 42 Tagen der Tod herbeigefiihrt wurde. Diese Zahlen sind be- 
rechnet als Durchschnitt von 90 auswertbaren Tieren4), welche im Ver- 
laufe der Jahre 1941 und 42 in 20 verschiedenen Gruppen eingesetzt 
waren. Die durchschnittliche Uberlebensdauer der einzelnen Gruppen 
schwankte stark mit der Jahreszeit, wie sich aus Abb. 1 ergibt. 

Hier ist nicht die Uberlebensdauer, sondern die 

,, Sterbegeschwindigkeit‘‘ = 100/Uberlebensdauer 
der Gruppen aufgetragen?), welche von 1941—43 durch die Diat 5 (bzw. durch 
die Diait 26, s.u.) gegangen sind. RegelmaBig sinkt im Herbst die Sterbe- 

1) Es wurde grundsitzlich jedes gestorbene Tier seziert; alle Tiere, welche 
an Komplikationen, z. B. an Pneumonien oder Otitiden litten, wurden als 
» nicht auswertbar‘ ausgeschieden. 

2) Der reziproke Wert der Uberlebensdauer (in Tagen) wurde mit 100 
multipliziert, um zu handlichen Werten zu kommen. 
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geschwindigkeit stark ab bis fast auf Null; es sterben von den in den Monaten 
August und September eingesetzten Tieren meist trotz langer Versuchszeiten 
nur wenige. Da in Diait 5 Butterfett enthalten ist, welches monatlich nach 
der im Versuchsteil gegebenen Vorschrift frisch hergestellt wurde, bestand die 
Méglichkeit, daB die Jahresschwankung durch Eigenschaften der Butter her- 
vorgerufen wurde. Daher wurden im Jahre 1943 Versuche mit synthetischem 
Fett angestellt (Diat 26, in Abb. 1 markiert durch kleine Kreuze). Auch hier 
trat die Jahresschwankung unverindert in Erscheinung, die Ursache derselben 
war mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit im Organismus der eingesetzten 
jungen Ratten zu suchen*). 
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Abb. 1. Jahreszeitliche Schwankung der durchschnittlichen Sterbegeschwindigkeit bei 

Dist 5 (resp. 26). Abszisse (geteilt in Monate): Beginn des Versuchs; Ordinate: Sterbe- 

geschwindigkeit der Versuchsgruppe (jeder Punkt entspricht einer Gruppe von min- 
destens 5 jungen Ratten). 





Die Tiere der Diat 5 zeigten bis kurz vor ihren Tod gutes Wachstum 
und auBerlich durchaus normales Verhalten. 1—2 Stunden ante exitum 
trat ein eigenartiges Koma auf, in welchem die Atmung immer langsamer 
und tiefer wurde, der Herzschlag nachlieB, bis schlieBlich Atmung und 
Puls des bereits etwas erkalteten Korpers ungefahr gleichzeitig erloschen. 


2. Der Leberschaden 


Alle unter diesen Bedingungen gestorbenen Ratten wiesen bei der 
Sektion bereits makroskopisch auffallende Verdénderungen der Leber auf. 
(Abb. 2). Ein groBer, haufig sogar der iiberwiegende Teil derselben war 
lehmgelb, manchmal auch mehr rosa getént, mit Ausnahme von groBen 
und kleinen, scharf abgegrenzten hyperimischen Bezirken. Die histolo- 
gische Untersuchung ergab eine hochgradige degenerative Verfettung 
des Leberparenchyms mit atrophischen Veranderungen der Zellkerne 
desselben. Andere, weniger stark degenerativ verinderte Leberzell- 
bezirke waren kompensatorisch hypertrophiert*). 


4 


3. Die Mangelkost 


Die Diaten 5 und 26, welche zu diesen Schadigungen der Leber fiihr- 
ten, hatten in Analogie zu einer bereits beschriebenen Versuehsanord- 
nung®) die in Tabelle 1 angegebene Zusammensetzung. 


3) Siehe Abschn. 4 der folgenden Arbeit. 
4) Ich danke Herrn Doz. Dr. C. H. Velten fiir die Untersuchung einiger 
Lebern. Eine eingehende Mitteilung der histologischen Befunde soll an anderer 
Stelle e¥Molgen. : 
5) KI. Schwarz, Naturwigs. 30, 264 (1942). 




















Bd. 281 (1944) Uber einen tédlichen, ernihrungsbedingten Leberschaden 103 


Tabelle 1 


Zusammensetzung der Diadten 5 und 26 (Leberschaden erzeugend) 
sowie der Kontrolldiat 23 

















Dit 5 Diat 26 Dit 23 
Kasein Hammarsten . . os —- 15 
(Merck 2242) 
oS Se 15 15 —_ 
MEN 6. ob: ce. Je) <a. od» ca 70 70 70 
Do ae 5 — 5 
(extrahiert) (friiher 10) (friiher 10) 
synthetisches Fett _ 5 —- 
Salzmischung ..... 5 5 5 


Das darin enthaltene ,,Kasein V1“ ist besonders vorbehandelt, es wurde 
aus Hammarsten-Kasein hergestellt (s. u.). Die Versuchstiere wurden mit 
einem Anfangsgewicht von 28—32 g eingesetzt, sie erhielten ad libitum 
zu fressen. Dazu wurden tiglich bzw. wéchentlich die in Tab. 2 aufge- 
fiihrten Vitaminmengen verabreicht. AuBerdem konnten die Tiere be- 
liebig viel Leitungswasser trinken. 


Tabelle 2 
Zugefitterte Vitaminmengen 
Taglich, zusammen in 1 ccm H,O gelést: 


Aneurinchloridchlorhydrat ........ 20 y» 
pS ee ae 12,5 y 
Aderminchlorhydrat ........... 10 y 
d, 1-Pantothensiure (als Na-Salz).... . 40 y» 
OMOUNIOTUI 6 a ik eee ee be 1 mg 
Nikotinsdureamid ..°.......... 1 mg 
Dazu wochentlich einmal, zusammen in 0,025 ccm Laurinsaure-Athylester gelést : 
MTR cg ao gs NS Sal BE Ss 50 y» 
WARIS NN ee oi eos oa 5) eS en's bey 
d, l-«-Tocopherolacetat. ........-. 50 y» 
2-Methyl-1,4-Naphtochinon ........ 20 


4. Kontrollversuch in Dit 23; die Rolle des Kaseins 


In einer ganz ahnlich zusammengesetzten Diat (Diat 23, s. Tab. 1), 
in welcher lediglich Hammarsten-Kasein (Merck 2242) an Stelle des Ka- 
sein VI verwendet wurde, gelang es unter Zugabe der angefiihrten Wirk- 
stoffmengen, mannliche und weibliche Tiere aufzuziehen und mitein- 
ander zur Fortpflanzung zu bringen. Es kamen — stets unter Beibe- 
haltung der Versuchsbedingungen und der obigen Vitamingaben — nor- 
male lebende Junge zur Welt. Die erzielten Wiirfe waren allerdings klein. 
Obwohl die Elterntiere bis zu 7 Monaten im Versuch beobachtet wurden, 
konnte in Diit 23 mit Hammarsten-Kasien niemals ein Leberschaden 
beobachtet werden. Mit den in Tab. 2 angegebenen Vitaminmengen 
schien daher die Versorgung der Ratten mit den bisher bekannten Vita- 
minen ausreichend gesichert zu sein. Im Laufe der Untersuchungen 
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zeigte es sich, daB dies zwar fiir die Diat 23 zutrifft, daB jedoch in Diat 5 
bzw. 26 bedeutend verinderte Verhiltnisse vorliegen®). 

Der Vergleich zwischen Diit 5 (bzw. 26) und Diat 23 beweist, daB 
die maBgeblichste Ursache fiir die Entwicklung des Leber- 
schadens in der Natur des verwendeten Kaseins zu suchen ist. 
Genau wie aus friiheren Untersuchungen’) geht auch aus den Versuchen 
mit Diadt 23 hervor, daB die Erzeugung neuer, bisher nicht bekannter 
Mangelkrankheiten mit den bis jetzt gebrauchlichen Bestandteilen der 
Diaten, besonders mit den verwendeten Kasein-Sorten, kaum méglich 
ist. Man steht vor der Aufgabe, die Kost viel weiter von anhaftenden 
Wirkstoffen zu befreien, als dies bisher geschah. Wir fanden, daB sich der 
Bakterien-Wachstumsversuch (E. F. Méller)’) zur Bestimmung von 
Wuchsstoffen in Kohlenhydraten und EiweiBkérpern sehr eignet. In 
Diait 5 haben zwei Bestandteile eine besondere Reinigung erfahren: 
Butterfett und Kasein. Um anhaftende Spuren von wasserléslichen 
Wirkstoffen zu beseitigen, wurde die Butter nach Lésung in Chloroform 
und Abtrennung des Butterserums im Apparat einer zweitagigen Ex- 
traktion mit Wasser unterworfen (s. Versuchsteil). 


5. Reinigung des Kaseins: Kasein VI 

Das Bestreben, Kasein weitgehend von dem anhaftenden Wuchs- 
stoff H’ (= p-Aminobenzoesiure)*) *®) zu befreien, war der urspriing- 
liche Leitgedanke bei der Aufsuchung des Verfahrens zur Herstellung 
des Kasein VI. Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten 
des Leberschadens und diesem Wirkstoff besteht jedoch nicht, die Zu- 
gabe von 1 mg p-Aminobenzoesiure pro Tag vermag die Tiere in Diat 5 
nicht vor der Erkrankung zu schiitzen. Der H’-Gehalt des Kaseins 
diente also lediglich als ,,7ier“ fiir dessen Reinheitsgrad. 

Will man EiweiBkérper im Bakterien-Wachstumsversuch auf ihren 
Wuchsstoffgehalt testen, so mu8 man sie vorher — am besten in saurer 
Lésung — hydrolysieren. In ihnen lassen sich daher nur solche Wuchs- 
stoffe genau erfassen, welche nicht gegen diese Vorbehandlung empfind- 
lich sind. Stérungen, des Testes mit Streptobacterium plantarum durch 
Aminosaéuren oder andere Bestandteile der Hydrolysate waren guch bei 
hoher Dosierung derselben nicht zu beobachten, so daB die Bestimmung 
von 15 Einheiten des Wuchsstoffes H’, d. h. von 1 x 10-* g Wirkstoff in 
einem Gramm Eiwei8 noch méglich war!®). Einen Uberblick iiber die in 
Kaseinen und in anderen EiweiBkérpern aufgefundenen Mengen an 
Wuchsstoff H’ gibt Tab. 3. 

Auffallend ist der sehr hohe Gehalt des rohen Kaseins an diesem Wirk- 
stoff. Handelskasein ist das H’-reichste Material, das wir bisher in der 


®) Siehe die folgende Arbeit. 

7) Kl. Schwarz, Ztschr. physiol. Chem. 275, 232 (1942). 

8) KE. F. Méller u. Kl. Schwarz, B. 74, 1612 (1941). 

®) R. Kuhn u. KI. Schwarz, B. 74, 1617 (1941) 

10) Mit ahnlicher Genauigkeit lieBe sich Vitamin H (= Biotin) erfassen. 
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n Abb. 1. Acridinsals der Muskeladenylsaure Abb. 2. Aeridinsalz der Hefeadenylsdure 
n (55 X) (55 X) 
4 Zu Hans Berlin und Jim Westerberg, 


» Uber die Unterscheidung von Muskel- und Hefeadenylsaure‘‘ 





Abb. 2. Zwel typisch veriinderte Lebern aus Didt 5 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 281, Tafel I 


Zu Klaus Schwarz, 

» Uber einen tédlichen, ernahrungsbedingten Leberschaden und das Vorkommen von 
Leberschutzstoffen“ 

Verlag Walter de Gruyter & Oo., Berlin 
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Tabelle 3. 
Gehalt einiger EiweiBkérper an Wuchsstoff H’ 
(1 E~ 1/6000000000 g p-Aminobenzoesiure) 


Hydrolysat aus E pro Gramm Trockengewicht 
Trockenhefe (Léwenbriu). ........ 15400 
Handelskasein (Kasein zu GenuBzwecken) . 15400—30800 
Kasein ,,vitaminfrei“‘ (Merck 8545) ... . 1960 
Kasein nach Hammarsten (Merck 2242) . . 2400—4800 
Kasein V (3mal nach Hammarsten umgefillt) 480—960 
PEN. ees TQS Se ek ad dae 8 15—30 
tree bau ee oa) 9) seine lan-s) seat 60 
Fibrin (Merck 3979)... ......4.. 30—60 
Globin aus Rinderhamoglobin ...... 300 
Gelatine (Goldblatt)... ........ 15—30 


Natur gefunden haben, es iibertrifft sogar die Hefe. Durch die iiblichen 
Reinigungsmethoden werden zwar bis zu 90°, davon entfernt, der H’- 
Gehalt der so erhaltenen Praparate ist jedoch immer noch sehr hoch. 
Die Herstellung einer H’-freien Grunddiat fiir Tierversuche ist mit diesen 
Kaseinen nicht méglich’!). Kasein VI dagegen ist praktisch frei von 
d-Aminobenzoesaure, es enthalt <0,005y in einem Gramm. Es wird 
durch 3stiindiges Kochen von Hammarsten-Kasein in leicht alkalischer 
Lésung (py 8,7), nachfolgendes Wiederausfallen mit Essigsiure und an- 
schlieBende Trocknung mit Alkohol gewonnen (s. Versuchsteil). 


6. Der Leberschaden als Mangelerscheinung 


Die nahere Ursache dafiir, daB Kasein VI die geschilderten schweren 
Stérungen des Stoffwechsels herbeifiihrt, Hammarsten-Kasein dagegen 
nicht, ist vorliufig nicht bekannt. Gegeniiber dem Ausgangsmaterial hat 
Kasein VI nur geringfiigig verinderte physikalische und chemische 
Eigenschaften. Trotzdem kénnten bei der alkalischen Behandlung Ver- 
anderungen vor sich gegangen sein, welche zu toxischen Eigenschaften 
gefiihrt haben, denn das Zustandekommen der schweren Schidigung der 
einzelnen Leberzelle scheint nur erklarbar zu sein mit Hilfe der Annahme 
einer uns unbekannten toxischen Substanz. Wiirde diese Substanz mit 
dem Kasein VI zugefiihrt, so wire der Leberschaden eine ,,Kasein-VI- 
Vergiftung‘‘. In folgendem Versuch zeigte sich jedoch, daB Kasein VI 
keine eigentlich ,,toxischen“ Merkmale besitzt: In Diat 5 wurde der Ge- 
halt an Kasein verindert. Mit steigendem Kasein VI kommt es nicht zu 
einer vermehrten, sondern zu einer verminderten Sterbegeschwindig- 
keit (Abb. 3, Kurve A). Ein ahnlicher Versuch wurde unter Verinderung 


11) Es sind daher alle bisherigen Untersuchungen zur Frage der Vitamin- 
natur des Bakterienwuchsstoffes H’, welche mit nicht naher definierten Kasein- 
Sorten oder mit den bisherigen sog. ,,vitaminfreien‘‘ Kaseinen ausgefihrt 
wurden, nicht beweisend und der Uberpriifung bediirftig. Das gilt besonders 
von den Versuchen mit negativem Ausgang, da die Tiere ja geniigende Mengen 
dieses Stoffes in der Diat erhalten haben kénnen (z. B. Euler, Arkiv kem. miner. 
geol. 16, 1 (1942). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 281 8 
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des Gehaltes der Diit an Butterfett angestellt. Mit steigendem Fett- 
gehalt steigt die Sterbegeschwindigkeit etwas an (Abb.3, Kurve B), Fett 
wirkt leicht beschleunigend auf die Entwicklung des Leberschadens, 
4 —, ohne daf ihm jedoch eine wesentliche Atiolo- 
i eg gische Bedeutung zuzumessen wire, denn auch 
3 . die fettfrei ernihrten Tiere sterben. 
Aus diesen Versuchen k6énnte man folgern, 
2 daB die giftig wirkende, das Lebergewebe schidi- 
7 











gende und schlieBlich zum Zusammenbruch des 
Stoffwechselgeschehens fiihrende Komponente nicht 
exogener Natur ist, sondern als inter- 
mediares Stoffwechselprodukt im K6r- 


15 30% Kasein per entsteht. Man kann z. B. anneh- 


men, daB in Analogie zum Wuchsstoff 
10 L0%butterfett H’ wahrend der Behandlung in leicht 


Abb. 3. Verinderung der Sterbegeschwindigkelt a }J-alischer Lé ‘ 

A Vastedien den Reels baw Betterittce, @Kalischer Lésung aus dem Kasein 

haltes der Didt 5. Ordinate: Sterbegeschwin- durch Abspaltung oder chemische Ver- 
digkeit. Kurve A: Kasein-Versuch; Kurve B: _.. ° “a0 

Butterfett-Versuch. iinderung ein Stoff beseitigt worden 

ist, welcher zu den altbekannten und 

normalerweise in der Leber ablaufenden Entgiftungsvorgingen bendtigt 

wird und die Entstehung des Leberschadens verhindert. Von diesem Ge- 

sichtspunkt aus wire der Leberschaden als Mangelkrankheit zu be- 


zeichnen!”), 

















7. Leberschutzstoffe 


In der Natur gibt es Stoffe, welche die Tiere vor der 
Entwicklung des Schadens schiitzen. Wir haben diese Substan- 
zen ,,Leberschutzstoffe“ genannt und eine Reihe von Nahrungs- 
mitteln auf ihre Schutzwirkung untersucht. Kleine Mengen des zu prii- 
fenden Materials wurden bei mindestens je 5, besser aber je 10 Tieren 
taglich zur Diat 5 zugefiittert. Als MaB der Wirksamkeit wurde die hier- 
durch hervorgerufene Verminderung der Sterbegeschwindigkeit ausge- 
wertet; stets wurde eine entsprechende Kontrollgruppe ohne Praparat 
eingesetzt. Als Leberschutzstoff-Einheit (E) wurde diejenige Wirkstoff- 
Dosis bezeichnet, welche die Sterbegeschwindigkeit der Kontrollgruppe 
um 50% herabsetzte. In Tab. 4 ist ein Teil der Ergebnisse wiederge- 


geben?¥), 


12) Kine exakte Abgrenzung zwischen den Begriffen ,,Vergiftung‘’’ und 
,»Mangelkrankheit“ ist oft nicht méglich, denn einerseits verursacht der Mangel 
an einem fir Stoffwechselvorginge notwendigen Wirkstoff die Ansammlung 
von Zwischenprodukten, also eine endogene Vergiftung (Beispiel: Brenz- 
traubensdure bei B,-Mangel), und andererseits ist oft das Vorhandensein einer 
exogenen alimentiren Schidigung die notwendige Voraussetzung fiir die 
Entwicklung einer Avitaminose (Beispiel: MaiseiweiB bei Pellagra), 

13) Bei der Auswertung mu8 beriicksichtigt werden, daB die Versuchs- 
verhaltnisse eine gewisse Streuung der Resultate erméglichen, so daB die Zahlen 
in Tabelle 4 in den meisten Fillen Naiherungswerte darstellen dirften. 








a rs 
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Tabelle 4 
Leberschutzstoff-Teste 
(—) = innerhalb der Fehlergrenzen liegende, schwach positive Wirkung 
Tagesdosis E/Dosis 
Trockenhefe (Léwenbriu) 0,5 g (—) 
Hefe-Kochsaft (Léwenbriu) rs 1 cem (—) 
ee ee ee 0,2 cem (—) 
ESD ee ee 1 cem 0,68 
Molke, enteiweiBt. ...... ‘ 1 ecm — 
Malzextrakt (Léfflund) ; 0,25 g — 
a a ae ee 0,5 g 0,76 
i er 0,5 g >2 
a ee ‘ 0,1 g 135 
Heu (trocken, gemahlen) ... . 0,5 g 
Aspergillus-niger ........ 0,5 g (= 
Wemeumermol. sw tt et 0,25 cem 1,84; 1,92; 1,611) 
Mais6l (geklarte Handelsware) . . 0,25 cem — 
Olivené! (Tiirkei, Handelsware) . . 0,25 ecm — 
Sonnenblumendél (Ukraine). . . . 0,25 ecm 0,73 
Sonnenblumendél (Bulgarien)'*) . . 0,5 cem 1,52 
Gesamtlipoid aus Nebennieren . . 1,3 mg 1,02’) 
p-Aminobenzoesiure. . . ... . 1 mg a 
Se coy lt ae ta nee er eee 2 mg (—) 
Chemnetionid?*). 20. se ek 10 mg = 
De Aa : 20 mg 0,99 
oS a en a a 0,1 ecm — 
2-Methyl-1,4-Naphtochinon. . . . 0,5 mg — 
ec ie aaa ke Tale ak, le ee a 40 mg — 
Methionin#*#)....... gis 40 mg -- 





Es sind in der Literatur wiederholt alimentir entstehende Leber- 
schiden beschrieben worden, bei denen zirrhotische Verinderungen 
der Leber im Vordergrund stehen, so z. B. von P. Gyorgy und Mit- 
arbeiter’*), welche Ratten auf Mangeldiaten gehalten haben, die wenig 
Kasein enthielten. In unseren Versuchen war niemals auch nur eine An- 
deutung einer Zirrhose zu sehen, und Methionin (-++ Cholin), welches die 
von G. beschriebenen Schaden verhindert, war in unserem Test vdllig 


14) Herrn Prof. Dr. Koschucharoff, Sofia, sei fiir die Uberlassung von 
Sonnenblumendl-Proben herzlich gedankt. 

15) Barrett, Best, MacLean u. Ridout, J. Physiol. 97, 103 (1939), 
Blumberg u. McCollum, Science 93, 598 (1941), Entenmann, Montgomery 
u, Chaikoff, J. Biol. Chem. 128, 387 (1939), dieselben, J. Biol. Chem. 185, 329 
1940). 
' is) Neale und Winter, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 62, 127 (1938), 
Barrett, MacLean u. McHenry, ebenda 64, 131 (1938), Forbes, ebenda 
65, 287 (1939), Ravin, Vara u. Goldschmidt, J. clin. Invest. 18, 633 (1939). 

17) F, Fischler, Miinchn. Med. Wschr. 88, 62 (1941), Oelkers, ebenda 
88, 680, Fischler u. Schulte, ebenda 88, 854 (1941). 

18) P. Gyérgy u. H. Goldblatt, J. exper. Med. 75, 4 (1942), Miller, 
Rossu. G. H. Whipple, Am. J. Med. Sci. 200, 739 (1940), A. Hocku. H. Fink, 
Ztschr. physiol. Chem. 278, 136 (1943). 

19) Werte aus drei verschiedenen Bestimmungen, Mittelwert = 1,77. 

20) Die Dosis entspricht ~ 0,2 g frischen Nebennieren. 
gr 
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wirkungslos. Ebenso eindeutig ist die Veranderung der Leber, welche 
A. Hock und H. Fink nach Verfiitterung groBer Mengen von Hefe bei 
Ratten beobachteten, trotz makroskopischer Ahnlichkeit abzugrenzen 
von den bei uns auftretenden Stérungen: Die beiden Schadigungen zeigen 
histologisch ganz verschiedene Bilder, und Cystin, welches die Entstehung 
des Hefe-Leberschadens verhindert oder zumindest hinauszégert, ist auf 
die Entwicklung des Kasein-V1I-Schadens ohne jeden EinfluB. Der Kasein- 
VI-Schaden ist eine neue, experimentell erzeugbare Stoffwechselstérung. 

Schon das Vorhandensein der Schutzstoff-Wirkung in ganz ver- 
schiedenen Materialien zeigt, daB es mehrere verschiedene Substan- 
zen geben muB, welche in unserem Versuch eine Wirkung haben. Neben 
einer Reihe von ganz anderen Stoffen sind Weizenkeime besonders 
wirksam. Die Anreicherungsversuche und die Identifizierung des Leber- 
schutzstoffes aus Weizenkeimen mit Tocopherol sind Gegenstand der 


folgenden’ Arbeit. 
8. Versuchsteil 


A) Butter-Extraktion: 1 kg. Butter wird in 1 Liter Chloroform unter 
Erwarmen auf dem Dampfbad gelést und nach dem Abkihlen im Scheide- 
trichter vom Butterserum und einer dickfliissigen, zwischen H,O und Chioro- 
form sitzenden Emulsion abgetrennt. Die emulgierte Zwischenschicht wird 
in der Zentrifuge (30’ bei 3000 Umdrehungen) geklart, die abgeschiedene Chloro- 
formschicht wird zur Hauptmenge gegeben. Die Chloroformlésung wird einmal 
mit dem gleichen Volumen H,0, darauf einmal mit derselben Menge m/2 NaHCO,- 
Lésung ausgeschiittelt, danach 48 Stunden lang im Perforator mit H,O extrahiert. 
Dann wird die Chloroform-Lésung im erwairmten Zustand durch ein trockenes 
Filter filtriert und im Vakuum eingedampft. Um die letzten Spuren des Lésungs- 
mittels zu entfernen, wird das Butterfett bei einer Badtemperatur von etwa 90° 
acht Stunden lang mit feiner Kapillare dem Wasserstrahl-Vakuum ausgesetzt. 

B) Herstellung von Kasein VI: 1 kg Kasein nach Hammarsten 
(Merck 2242) wird in 14 Liter Wasser mit Hilfe der benétigten Menge 1 n KOH 
gelést, das pq der Lésung wird auf 8,7 (Lyphan-Papier) eingestellt. Nach Zu- 
gabe von 2ccm Oktylalkohol wird 3 Stunden lang unter leichtem Durch- 
leiten von Luft am RiickfluSkiihler gekocht. Nach dem Abkiihlen wird am 
Rihrwerk mit 2n Essigsiure auf py 4,3 (Lyphan-Papier) eingestellt. Die 
Mutterlauge der Fillung wird abgehebert, die Niederschlag auf einer Nutsche 
unter leichtem Pressen zusammengesaugt. Der Kuchen wird mit der Hand 
in 8 Liter abs. Alkohol (Holzgeist-vergillt) fein verrieben, 6—8 Stunden lang 
verrihrt, danach abgesaugt und an der Luft (Ventilator) bei Zimmertemperatur 
in diinner Schicht getrocknet. Das erhaltene Material wird gemahlen. 

C) Herstellung von Hydrolysaten fiir den Bakterientest: 10g 
des zu untersuchenden EiweiBkérpers werden 14 Stunden lang unter Riick- 
fluBkihlung in 100 com 2n H,SO, gekocht, danach mit der berechneten 
Menge BaCO, unter leichtem Erwirmen von SQ,-Ionen befreit. Der abzentri- 
fugierte BaSO,-Niederschlag wird dreimal mit je 100 cem H,O 20 Minuten lang 
ausgekocht, die wiBrigen Lésungen werden vereinigt und auf 20 cem Volumen 
eingeengt, so daB 1 ccm ~ 0,5 g Ausgangsmaterial entspricht. Zum Test wird 
eine entsprechende Verdiinnungsreihe angesetzt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft habe ich fir finanzielle 
Unterstiitzung, der I. G.Farbenindustrie A.G., besonders dem Werk 
Elberfeld, sowie den Firmen E. Merck, Darmstadt, und Hoffmann- 
La Roche & Co., A.-G., Berlin, fir die Uberlassung von Praparaten zu 
danken. Frl. Irmgard Noer! fiihrte einen Teil der Tierversuche aus. 
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Tocopherol als Leberschutzstoff 


Von 
Klaus Sehwarz 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1944) 


1. Einleitung 


Der tédliche Leberschaden, welcher bei Ratten auftritt, die mit den 
in der vorstehenden Mitteilung beschriebenen Mangeldiaten (Diait5 und26) 
ernahrt werden, kann durch Zufiitterung kleiner Mengen von Weizen-. 
keimen verhindert werden!). Der darin enthaltene Leberschutzstoff ist 
nicht mit Wasser extrahierbar, Weizenkeim-O1 dagegen zeigte eine Ak- 
tivitaét von 7,77 E/g?) (s. Tab. 1). Der Schutzstoff ist also lipoidléslich. 
Von der Gesamtaktivitaét des Weizenkeimes geht nur ein Bruchteil in das 
Ol iiber (~ 10% unter der Annahme, da8 die Ausbeute an Ol 15°, des 
Keimgewichtes betrigt). Ein exakter Vergleich ist hier jedoch schwierig, 
da Ole selbst im Versuch eine negative Wirkung ausiiben; sie beschleuni- 
gen das Zustandekommen des Leberschadens etwas, genau wie gréBere 
Mengen Butterfett in der Diat 5 es tun*). Olivenél und Maiskeimél be- 
saBen diese beschleunigende Wirkung, Sonnenblumendél dagegen zeigte 
eine Wirksamkeit von 3 E Schutzstoff in cem4). 


2. Anreicherung des Leberschutzstoffes 


Wir haben versucht, den Leberschutzstoff aus Weizenkeim6l anzu- 
reichern. Hierbei fanden wir zuniachst, daB die wirksame Substanz zu den 
unverseifbaren Anteilen des Oles gehért: Verseifung (methylalkoho- 
lische KOH) und anschlieBende Extraktion mit Petrolather fiihrten. bis 
zu 30facher Anreicherung der Aktivitat (Tab. 1, Nr. 4). Die Ausbeute an 
Wirksamkeit betrug ~ 60%. Der verlorengegangene Anteil derselben 
konnte durch Acetylierung mit Essigsiure-Anhydrid ,,wiedergewonnen“* 
werden, das acetylierte Produkt war sogar etwas wirksamer, als zu er- 
warten war. Diese Vefhaltnisse sprechen dafiir, daB die wirksame Sub- 
stanz im Keimél zumindest teilweise in veresterter Form vorliegt. Das 
Unverseifbare aus anderen Olen, z. B. aus Sojabohnendél, Riibél, Mais- 
keimél und benzolextrahiertem Méhrenfett war mit je 5 mg Tagesdosis 
negativ. 


1) Diese Ztsthr. 281, 101 (1944). 
2) Durchschnitt aus 3 Bestimmungen. 
3) Vgl. vorstehende Arbeit Abschn. 6. 
*) Vgl. vorstehende Arbeit Tabelle 4. 
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Tabelle 1. 
Aufarbeitungsstufen des Leberschutzstoff 1 aus Weizenkeimé| 
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J Priparat- Datum Leberschutzstoff-| Anreicherung 
ir Einheite: ibe: 
Nr. des Testes pro Gramm Welzenkeim-0 
Extraktion: 
1. Weizenkeime ~ 3. 5.41 > 10.5 oo 
i Qa 11.5 
2. WaBriger Extrakt 
aus Weizenkeimen SL2 1. 7.41 neg. _ 
3. Weizenkeim-O1 . — 1. 7:41 8 — 
1. 10. 41 8.3 
9. 1.43 7 
Durchschnitt = 
Verseifung: , 
4. Unverseifbares aus 
Weizenkeimél SL8 2.. 2.42 228 29.4: 1 
5. Unverseifbares aus 
Weizenkeim6] Standard | 17. 6.42 173.5 22.4: 1 
Methanol-Fraktionierung 
von SL 8: 
6. oe unlés- 
liches : SL 10 2. 2.42 186 23.9 £1 
7. Roh- aahensie, SL 11 2. 2.42 308 68:1 
8. Methanol-Mutter- 
OORP «ss SL 12 2. 2.42 707 91:1 
ChromatogrammanAl,0,: 
10. Ausgangsfraktion — _— (436) (56: 1) 
(Werte — 
11. Durchlauf . SL 32 17. 6. 42 763 90.6: 1 
12. Unterste Zone . . SL 33 17. 6.42 2160 278: 1 
13. Drei andere Zonen | SL34—36 | 17. 6.42 neg. — 


Das aus Weizenkeim6l hergestellte Unverseifbare ist eine dunkel- 
braune, stark mit Sterinkristallen durchsetzte Masse. Die Klirung der 
Frage, ob die wirksame Substanz in die Gruppe der Sterine oder in eine 
andere Stoffklasse gehért, bereitete Schwierigkeiten, da ein Teil des 
Schutzstoffes bei der Abtrennung der Sterine mitgerissen wird. Die Ge- 
samtmenge der aus dem Unverseifbaren (SL 8, Tab. 1, Nr. 4) gewonnenen, 
aus Methanol nach Abtrennung unléslicher Bestandteile kristallisieren- 
den Sterinfraktion schwankt bei verschiedenen Aufarbeitungen zwischen 
50—60%. Der in den Sterinkristallen sitzende Anteil der Wirksubstanz, 
etwa 40% der vor der Abtrennung vorhandenen, léBt sich weder durch 
intensives Waschen mit Methanol noch durch Umkristallisieren aus 
Pyridin-Methanol daraus entfernen, er war fiir die weitere Aufarbeitung 
verloren. Die methylalkoholische Mutterlauge der Stering (SL 12, Tab. 1, 
Nr. 8) enthielt den Wirkstoff in ungefihr 3facher Anreicherung gegen- 
iiber dem Unverseifbaren, aus dem sie hergestellt worden war. Bei der 
wiederholten Einengung der methylalkoholischen Lésung kamen nach 
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Stehen in der Kalte rétlich gefarbte, dlige Fraktionen zur Abscheidung, 
welche den Schutzstoff enthielten und zur weiteren Verarbeitung ge- 
sammelt wurden. 

Ein Teil dieses Materials (3,34 g aus einer Aufarbeitung, die von dem 
Praparat ,,Standard“ der Tab. 1 ausgegangen war) wurde der chromato- 
graphischen Adsorption an Aluminiumoxyd (Merck 21095) unterworfen. 
Ahnliche Substanzgemische aus dem Unverseifbaren von Weizenkeimél 
hatten Drummond, Singer und Macwalter®) bei Versuchen zur Iso- 
lierung des Vitamins E bereits eingehend auf ihr chromatographisches 
Verhalten gepriift. Es bildeten sich in unserem Versuch — grob gesehen— 
9 verschiedene Zonen, auf die im einzelnen hier nicht einzugehen ist. Der 
Durchlauf, welcher intensiv blau fluoreszierte, enthielt einen Teil der 
Wirksubstanz, die Hauptmenge derselben befand sich jedoch im unteren 
Drittel der Saule. In allen iibrigen Schichten war kein Leberschutzstoff 
nachzuweisen. Die chromatographischen Eigenschaften des Wirkstoffes 
waren denjenigen des Vitamins E auffallend ahnlich, denn auch in den 
Versuchen der oben zitierten Autoren hatten sich die Vitamin-E-wirk- 
samen Fraktionen in einer ganz unten liegenden, sandfarbenen Zone ab- 
gesetzt. 


3. x-Tocopherol 


Die weitgehend angereicherten Fraktionen des Leberschutzstoffes 
stellten gleichzeitig weitgehende Anreicherungen des Antisterilitatsfaktors 
Vitamin E dar. Die Priifung von synthetischem d, l1-«-Toco- 
pherolacetat ergab, daB man mit hohen Dosen dieses Vita- 
mins die Ratten vor dem Leberschaden schiitzen kann. In 
Tabelle 2 sind einige derartige Versuche zusammengestellt. 


Tabelle 2 
Leberschutz-Versuche mit d,1,-«-Tocopherolacetat 








P Beginn Zahl der Tiere hee R 
Tagesdosis pes Ver en —— Einheiten pro Dosis 
500 y 11. 3. 43 12 >2 
200 y 12. 4. 43 ll >2 
100 y 6. 5. 43 12 1,67) Durchschnitt 
100 y 5. 7. 43 9 33} = 1,5 
20 6. 5. 43 1l neg. 
Diat 26 E, 500 y in 
10g Diat 1.9. 4é 40 > 2 bei durchschnitt- 
licher Futterauf- 
nahme von 7,5 g/Tag 











Die laufende Tagesdosis, welche zur Verhiitung des Leberschadens 
notwendig ist; betragt ~ 133 y; in einem Gramm d, |-«-Tocopherolacetat 
sind - ungefahr 15000 Leberschutzstoff-Einheiten enthalten. Wird das 


5) Drummond, Singer u. Macwalter, Biochem. J.20, 457 (1735); 
siehe auch Karrer u. Salomon, Helv. chim. Acta 2?, 427 (1937). 
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Acetat in die Diait eingebacken, so geniigt eine Konzentration von 
1: 20000 (500 y in 10 g Diat), um die Leberschadigung zu verhiiten. Das 
freie d, 1-Vitamin besitzt in unserem Versuch — genau wie im Gravidi- 
tatsversuch — nur etwa die halbe Wirksamkeit des Esters, ihm kommen 
daher ungefihr 7500 Leberschutzstoff-E/g zu. Die besten von uns aus 
Weizenkeimél hergestellien Préparate hatten im verseiften Zustand eine Ak- 
tivitat von ~ 3330 E'/g, sie bestanden also zu ungefahr 44% aus Tocopherol. 


4. Der Leberschaden als ,,relative’’ E-Avitaminose 


Die Identifizierung des Leberschutzstoffe¢ aus Weizenkeimél mit 
Vitamin E war zuniachst iiberraschend, denn alle Versuchstiere hatten 
ja regelmaBig woéchentlich 50 y d, 1-«-Tocopherolacetat erhalten (s. Ab- 
schn. 3 der vorigen Arbeit). Auch die Versorgung der Tiere mit den iibri- 
gen bekannten Vitaminen war gesichert, so da8 wir urspriinglich der An- 
sicht waren, daB der Leberschutzstoff nicht identisch sein kénnte mit 
einem dieser Wirkstoffe. Das Vitamin E wird anscheinend im Organis- 
mus der Ratte besonders gut fixiert, denn wenn man Ratten mit einer 
der von Evans und Burr angegebenen E-freien Diaten aufzieht, so ent- 
wickeln sich die fiir den Vitamin-E-Mangel typischen Fortpflanzungs- 
stérungen erst nach lingerer Versuchszeit®). Weibchen kénnen noch 
1—2 Graviditaten durchmachen, ehe es zur Resorptionssterilitét kommt. 
Ist die Sterilitat eingetreten, so geniigt eine einmalige Dosis von 1 mg 
d, 1-x-Tocopherolacetat, um den Verlauf von mindestens 1—2 normalen 
Graviditaten hintereinander sicherzustellen, neue Ausfallserscheinungen 
treten meist erst in der dritten Graviditat wieder auf. Es war daher an- 
zunehmen, da8 mit einer wichentlichen Gabe von 50 y der Bedarf der 
Ratte an diesem Stoff gedeckt war. Der Kontrollversuch mit der syn- 
thetischen, nicht Leberschaden-erzeugenden Diit 23 brachte die Bestiti- 
gung hierfiir (s. Abschn. 4 der vorstehenden Arbeit). Der einzige Unter- 
schied zwischen der Leberschadef-Diat 5 und Diat 23 besteht in der Art 
des verwendeten Kaseins. An Stelle von Hammarsten-Kasein in Diat 23 
ist in der Diét 5 das daraus hergestellte Kasein VI enthalten. Durch 
die Verfiitterung des Kasein VI wird eine Verdnderung des Stoffwechsels 
hervorgerufen, unter welcher der Vitamin-E-Bedarf des Organismus stark 
erhoht ist. In Didt 5 ist zur Vermeidung des Leberschadens ungefahr die 
20fache Menge Vitamin E notwendig wie in Didt 23 zur Vermeidung von 
Fertilitdtsstérungen’). Wir haben hier ein klares Beispiel dafiir vor uns, daB 


6) Zusammenfassende Darstellung bei Bomskov, Methodik der Vitamin- 
forschung, Leipzig 1935. 

_—— erhiltnisse liegen bei der Vitamin-A-Avitaminose sowie 
beim Mangel an Pantothensiure vor: Zur Beseiti der verschiedenen Vi- 
tamin-A-Mangelsymptome werden ganz verschiedene Mengen Carotin bendtigt. 
Zur Behebung der Wachstumsstérung und der Xerophtalmie reichen: 2,5 y 
£-Carotin/Tag aus, wihrend die Stérung des Brunstcyklus erst durch 10—20 y 
zu beeinflussen ist (R. Kuhn u. H. Brockmann, Klin. Wschr. 12, 972 (1933)). 
Bei Pantothensiure-Mangel tritt im prophylaktischen Versuch bei kleinen 
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Stérungen des ,,normalen‘‘ Stoffwechselgeschehens zu starker Erhéhung 
eines Vitaminbediirfnisses fiihren kinnen. Mangelerkrankungen, welche auf 
dieser Basis entstehen, sollten als ,,relative Avitaminosen bezeichnet 
und gegen einfache Mangelzustinde abgegrenzt werden. 

Neuerdings wird die Meinung vertreten, daB die bei Vitamin-E- 
Mangel als wesentlichstes Symptom zu beobachtenden Fertilitatsstérun- 
gen, welche bei einigen anderen Avitaminosen ebenso vorkommen, ledig- 
lich der Ausdruck einer den ganzeri Organismus ergreifenden Stoff- 
wechselverinderung sind, also nicht als ,,spezifisches‘’ Symptom des 
E-Mangels angesehen werden diirfen. Mackenzie und Mc Collum§), 
z. B. betonen, daB beim Kaninchen zunachst Muskeldystrophien und 
spater erst Testikel-Degenerationen eintreten, und Gaethgens®) kommt 
auf Grund umfangreicher Arbeiten zu dem Ergebnis: ,,Das Vitamin E 
ist kein spezifisches Fortpflanzungsvitamin“. Unsere Versuche stellen 
einen Beitrag zu dieser Frage dar, denn ganz offensichtlich hat Vitamin E 
bet den Tieren in Didt 5 lebenswichtige Funktionen zu erfiillen, welche véllig 
auBerhalb der Fortpflanzungsvorgdnge liegen. 

Vielleicht enthalt die Tatsache, daB Tocopherol als Leberschutzstoff 
wirkt, eine Erklarungsméglichkeit fiir die jahreszeitliche Schwankung des 
Leberschutzstoff-Versuches!®). Moll und Schnittspahn'!) fanden, 
daB bei der Zucht von Ratten in den Herbstmonaten, besonders im No- 
vember, bei gleichbleibenden Paarungsbedingungen der Prozentsatz an 
trichtigen Tieren besonders niedrig ist. Die Kurve der Trichtigkeits- 
schwankung erinnert sehr an diejenige der Jahresschwankung des Leber- 
schutzstoff-Testes. 


5. Andere -,,Leberschutzstoffe* 


Wie schon erwiahnt!?), gibt es auBer dem Schutzstoff der Weizen- 
keime noch andere Substanzen, welche in unserem Test — wenn auch 
erst in viel gréBeren Dosen — eine gewisse Wirksamkeit zeigen. So wird 
z. B. das Leben der Versuchstiere durch die tigliche Verfiitterung von 
20 mg Xanthin etwas verlingert *). Dieser Stoff wurde durch Forbes 
sowie durch Neale und Winter aus Leberextrakten isoliert, er ver- 
hindert bei der Ratte die Leberschidigung, welche bei nicht zu starker 
Chloroform- resp. Tetrachlorkohlenstoff-Vergiftung auftritt 14). In Tab. 3 
ist eine tabellarische Ubersicht der bei ganz verschiedenen Versuchsanord- 
pescngpanes prt (z. B. 5 y/Tag) Grauhaarigkeit schon dann auf, wenn das Wachs- 
tum noch véllig aufrechterhalten wird. Zur Vermeidung der Haarverinderungen 
wird ungefahr die vierfache Menge Pantothensaure bendtigt wie zur Vermeidung 
der Wachstumsstérung (K1. Schwarz, Ztschr. physiol. Chem. 275, 245 (1942)), 
8) Mackenzie u. McCollum, Proc. exp. Biol. Med. 47, 148 (1941). 
®) Gaethgens, Vitamine und Hormone 4, 227 (1943). 
10) §. Abschn. 1 und Abb. 1 der vorstehenden Arbeit. 
11) Moll u. Schnittspahn, Mercks Jahresbericht 54, 17 (1940). 
12) §. vorstehende Arbeit, Abschn. 7. 
13) §. vorstehende Arbeit, Tab. 4. 
14) Literatur s. Tab. 3 Nr. 2. 
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nungen bisher gefundenen, auf die Leber schiitzend wirkenden Substan- 


zen gegeben!5), 


Tabelle 3 
Substanzen mit leberschiitzender Wirkung 


1. Cholin(chlorid), 
Leberverfettung durch Fettmast 


Leberverfettung nach Unterbindung 
des Ductus pancreaticus 


Leberverfettung durch Phosphor- 
Vergiftung 

Leberverfettung durch CCl,-Ver- 
giftung. 

Leberzirrhose durch fettreiche pro- 
teinarme Mangeldiiat. 


2. Xanthin. 


Leberschadigung durch CHCl, und 
CCl. 


3. Cystin bzw. Methionin. 
Leberschadigung durch CHC\,. 


Leberzirrhose durch proteinarme 
Diat. 
Leberschaden durch Hefemast 


Leberschadigung durch Phosphor 


bestritten durch 


Literatur 


s. Best u. Taylor, The Physiolog. 
Basis of med. Practice, London 1937. 


Entenmann, Montgomery u. Chai- 
koff, J. Biol. Chem. 128, 387 (39) 
und J. Biol. Chem. 185, 329 (40). 

Best u. Mitarb., J. Physiol. 83, 275 
(35). / 

Best u. Mitarb., J. ‘Physiol. 97, 103 
(39). 

Blumberg u. McCollum, Science 93, 
598 (41). 


Forbes u. McConnell, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 36, 359 (37), Neale 
u. Winter, J. Pharmacol. exp. 
Therapeut. 62, 127 (38), Barrett, 

McLean u. McHenry, daselbst 64, 
131 (38), Forbes, daselbst 65, 287 
(39), Fitzhugh, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 40, 11 (39). 


Miller, RoB u. Whipple, Am. J. 
Med. Sci. 200, 739 (40). 

Gyérgy u. Goldblatt, J. exp. Med. 
75, 4 (42), 

Hock u. Fink, Ztschr. physiol. Chem. 
278, 136 (43). 


. Oktadekadiensaure (,,Vitamin F,“). 


Fischler, Miinchn. Med. Wschr. 88, 
62 (41), Fischler u. Schulte, da- 
selbst 88, 854 (41), 

Oelkers, daselbst 88, 680 (41). 


Zur Erzielung einer Wirkung sind in den jeweiligen Versuchen an der 
Ratte Gaben zwischen 40 und 100 mg der einzelnen Stoffe notwendig. In 
unserer Versuchsanordnung war mit Ausnahme von Xanthin keiner von 


ihnen wirksam"*), 


Auf Grund der geschilderten Ergebnisse verdient das Vitamin E in 
zwei Richtungen unsere besondere Aufmerksamkeit: Hinerseits scheinen 
physiologische Beziehungen dieses Wirkstoffes zu bestimmten, vielleich ent- 


18) Chemisch noch nicht definierbare Verbindungen wurden nicht in die 


Tabelle aufgenommen. 


18) An Stelle von Vitamin F, haben wir Linolensiure gegeben, welche gute 


Vitamin-F-Wirkung besitzt. 





o 
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giftenden Funktionen der Leber zu bestehen, und andererseits darf vielleicht 
eine therapeutische Wirkung des Tocopherols bei bestimmten Stoffwechsel- 
erkrankungen, besonders bei Schddigungen der Leber erwartet werden’). 


6. Versuchsteil 


1. Herstellung des Unverseifbaren: 1 Teil Weizenkeimél wurde mit 
dem 4-fachen Volumen 2n alkoholischer KOH (bereitet mit 90°/,igem Alkohol) 
eine Stunde lang unter RiickfluBkihlung gekocht. Die alkoholische Lésung 
wurde mit 4,5 Teilen 50%igem Methnaol verdiinnt und 8mal mit je 2 Teilen 
Petrolather ausgeschiittelt. Die vereinigten Petrolitherauzsiige wurden 3mal 
mit je 2 Teilen H,O gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Aus- 
beute an Unverseifbarem 2,5%. Eine gréBere Menge eines derartig hergestellten 
Praiparates wurde als ,,Standard‘‘ bezeichnet (Tab. 1 Nr. 5) und zur Eichung 
der zu verschiedenen Zeiten eingesetzten Tierversuche verwendet. Der Leber- 
schutzstoff-Gehalt einzelner unter leichter Variation des Verfahrens hergestellter 
Praiparate schwankte etwas, besonders da Weizenkeiméle verschiedener Her- 
kunft benutzt wurden. Das Standard-Praparat enthielt ~ 173,5 E/g, es gehérte 
zu den weniger wirksamen. Die mit Hilfe der Verseifung erreichte Anreicherung 
der Aktivitét betrug das 22,4-fache, die Ausbeute 60%. Die verlorenen 40% 
der Wirksamkeit konnten durch Acetylierung wiedergewonnen werden (vgl. 
Abschn. 2). 

2. Abtrennung der Rohsterine: 100g des Unverseifbaren wurden 
mit 5 Liter Methanol 30 min lang unter Riickflu8 gekocht, die Lésung wurde 
heiB vom schmierigen, ungelésten Riickstand abgegossen (Lésung 1, Filtration 
war zu vermeiden, da sofort Kristallisation eintrat). Der Riickstand wurde noch 
einmal mit 1 Liter Meth. 30 min lang gekocht, das Meth. wieder abgegossen 
und mit Lésung 1 vereinigt; nach 12—24stiindiger Aufbewahrung bei etwa 0° 
wurden die abgeschiedenen, schén kristallisierten Rohsterine in der Kilte ab- 
gesaugt und mit 200 ccm kaltem Meth. nachgewachsen. Die Kristalle wurden 
30 min lang mit 1 Liter frischem Meth. ausgekocht und auf einer Dampfnutsche 
abgesaugt. Das Filtrat wurde naeh 24stiindigem Stehen in der Kialte durch 
Absaugen von den neu auskristallisierten Anteilen béfreit, diese wurden mit 
200 ccm Meth. kalt nachgewaschen. 

Die Menge der insgesamt durch dieses Verfahren abgeschiedenen, leicht 
gelb gefarbten Rohsterinfraktion betrug 50—60g. Die vereinigten Methanol- 
lésungen wurden i. V. auf 300 ccm Volumen eingeengt. Dabei schied sich ein 
Ol von gelbroter Farbe ab, das in der Warme nur zum geringen Teil wieder 
auflésbar war. Nach Stehen iiber Nacht in Eis und folgender kurzer Kiihlung 
mit Eis-Kochsalzmischung wurde vorsichtig abfiltriert und mit etwas Meth. 
nachgewaschen. Ausbeute 22,6g aus 100g Standard, Anreicherung gegen- 
iiber dem Unverseifbaren — je nach Herkunft desselben — 2 bis 3fach. 

3. Chromatogramm an Al,0,: 3,4g eines derartigen Oles aus einem 
etwas modifizierten Arbeitsgeng wurden in 365 ccm Petrolather gelést, hierbei 
blieb ein ganz geringer Niederschlag zuriick. Nach Trocknung iiber Na,SO, 
wurde abgesaugt. Die Adsorption erfolgte an 80g Al,0,, welche mit Hilfe von 
Petrolither in eine 30 ccm lange Saiule gebracht waren. Der Durchlauf zeigte 
am Tageslicht, besonders aber unter der Analysen- Quarzlampe eine starke blaue 
Fluoreszenz, welche auch im unteren Teil der Siule vorhanden war und sich 
langsam mit Petrolather auswaschen lieB. Bis zur Erzielung eines einigermaBen 
fluoreszenzfreien Filtrates wurde 1 Liter Petrolither verbraucht. Die Farbe 
des gesamten Durchlaufes war leicht gelbstichig, nach Eindampfen und Trocknen 
iiber P,O, blieben 0,7986 g Ol zuriick. Die Saiule zeigte von unten nach oben 
folgende Zonen: 


17) Hieriiber soll an anderer Stelle berichtet werden, 
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Breite Eigenschaften 
a) 4 cm im UV intensiv blau fluoroszierende Zone, sandfarben, 
b) 0,5 cm _ schwach gelbstichig, im UV hell aufleuchtend, 
c) 9,5 cm_ schwach sandfarben, im UV schwach blau leuchtend, 
d) 1,5 cm nach unten verwaschen, am Tageslicht braunlichgelb, mit 
violettem Unterton, 


e) 9,5 cm farblos, ohne Fluoreszenz, 
f) 4 cm am Tageslicht farblos, im UV auffallend intensiv blaugriin 
fluoreszierend, 


g) 1 cm _ farblos, ohne Fluoreszenz, 

h) 1,25cm am Licht farblos, im UV besonders stark absorbierend dunkel- 
braun, 

i) 6 cm _ dunkel-sandfarbene Zone mit verschiedenen, eng zusammen- 


liegenden Ringen, welche im UV gelb oder hellgelb aussehen. 


Zur Elution wurde die Siule in 4 Teile geteilt. Es wurden gemeinsam eluiert: 
a, bund c (Eluat = Priparat SL 35), d und e (SL 34), f allein (SL 35), g, h und i 
(SL 36). Bei der Elution wurde.zunichst mit Meth. ausgekocht. Hierbei blieben 
jedoch eine ganze Reihe der adsorbierten Bestandteile am Adsorptionsmittel 
haften, so daB weitere ElutionsmaBnahmen notwendig waren. So gelang z. B. 
die restlose Entfernung der in Schicht a sitzenden blauen Fluoreszenz nur 
mit Hilfe von Benzin-Pyridin-Gemischen in der Warme und anschlieBender 
Behandlung mit Wasser. Die zur Elution der iibrigen Phasen angewendeten 
Methoden Laiiton im einzelnen nicht beschrieben werden, da sich der Leber- 
schutzstoff nur im unteren Abschnitt des Chromatogramms und zum kleinen 
Teil auch im Durchlauf befand (vgl. Tab. 1 Nr. 10—12). 


Ich danke Herrn Prof. Dr. R. Kuhn fir sein anregendes Interesse, der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft fir finanzielle Unterstiitzung, dem 
Werk Elberfeld der I. G.Farbenindustrie A. G. fir praparative Hilfe 
sowie den Firmen E. Merck, Darmstadt und Hoffmann-La Roche & Co. 
A. G. fir die Uberlassung von Priparaten. Frau E. Wallenfels und Frau 
M. v. Katzler leisteten wertvolle Hilfe beim chemischen, Frl. I. Noer] eben- 
solche beim tierexperimentellen Teil der Arbeit. 
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Zur Beziehung zwischen Konstitution und kanzerogener Wirkung 
aromatischer Kohlenwasserstoffe 


Bemerkung zu der gleichnamigen Mitteilung von Hans Lettré 


Von 
Hans vy. Euler und Bol. Skarzynski 


(Aus dem Vitamininstitut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1944) 


H. Lettré hat kiirzlich in dieser Zeitschrift (280, 28; 1944) zu zeigen 
versucht, daB ,,ein aromatischer Kohlenwasserstoff, durch dessen Mole- 
kiil sich eine Symmetrielinie durch einen Ringmittelpunkt legen 1aBt, 
nicht cancerogen ist‘‘. Dem Schrifttum entnimmt Lettré nur eine Aus- 
nahme von dieser Regel, nimlich 1, 2, 7, 8-Dibenzanthracen, ,,dessen 
Wirksamkeit noch nachzupriifen ware“. 

Eine weitere Ausnahme bildet das 9, 10-Dimethylanthracen, welches 
wir in unserer Monographie: ,,Biochemie der Tumoren‘‘?) als eine 
schwach cancerogene Substanz angefiihrt haben. Der Beleg fiir die von 
uns referierte Tatsache findet sich allerdings, wie Léettré betont, nicht 
in der von uns zitierten Arbeit von Badger und Cook (Soc. 1939, 802), 
sondern in einer anderen Mitteilung von Cook?), wo es auf S.400 heiBt: 

Experiments carried out in this institute have shown, that 9, 10-dimethyl- 
anthracene has weak carcinogenic activity, and this hydrocarbon, with only 
three rings in its molecule, is the simplest *) polycyclic hydrocarbon in which car- 
cinogenic activity has been demonstrated. 9, 10-Dimethylanthracene, dissolved 
in benzene, was applied in the usual way to the skin of 20 mice; 8 were alive after 

542 days, when one was killed with an epithelioma, and 2 of the living mice bore 
papillomas of which one had become malignant when the mouse was killed on the 
614 th day. 

In demselben Aufsatz, unmittelbar vor der eben angefiihrten Stelle, 
wird gerade die erwihnte Arbeit von Badger und Cook zitiert, und 
dieser Umstand hat die irrtiimliche Angabe der Schriftstelle in unserem 
Buch veranlaBt. 

In den zwei Jahren, welche nach dem Erscheinen unserer Mono- 
graphie verflossen sind, ist das Gebiet der kanzerogenen Substanzen 
wesentlich erweitert und vertieft worden; u. a. sind inzwischen umfang- 


1) Euler u. Skarzynski, Biochemie der Tumoren. Stuttgart. Enke, 
1941/42. 

2) Cook und Kennaway, Am. J. Canc. 39, 381 (1940). 

*) Seither haben Badger u. Mitarb. (Proc. Roy. Soc. B 130; 1941 u. zw. 
S. 268) gezeigt,daB auch ein anderer nur aus 3 Ringen bestehender Kohlenwasser- 
stoff, namlich 1, 2, 3, 4-Tetramethyl-phenanthren, schwache kanzerogene Wirk- 
samkeit besitzt. 
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reiche Versuchsserien aus dem Arbeitskreis von Cook und Kennaway‘) 
und von Fieser®) erschienen, worin nicht nur altere Angaben iiber frag- 
liche kanzerogene Wirksamkeiten in positivem Sinne entschieden werden, 
sondern iiberhaupt die Liste kanzerogener Stoffe wesentlich ergiinzt wird. 
Zu den von Lettré gesammelten Fillen von kanzerogener Wirkung 
asymmetrischer Kohlenwasserstoffe wollen wir hier nur folgendes be- 
merken: 

Wendet man den durch Lettré angewandten Symmetriebegriff*) 
in der gleichen Weise an, so st68t man jedenfalls auf deutliche Ausnah- 
men von seiner Regel. AuBer dem schon von Lettré erwahnten 1, 2, 7, 
8-Dibenzanthracen und dem 9, 10-Dimethylanthracen, werden die durch 
Lettré aufgestellten Symmetrieforderungen durch folgende Verbin- 
dungen erfiillt: 


1, 2, 7, 8-Dibenzfluoren 3, 4, 5, 6-Dibenzacridin 
3, 4, 5, 6-Dibenzcarbazol 1, 2, 7, 8-Dibenzcarbazol 


Die kanzerogene Wirksamkeit diesser Stoffe ist schon friiher be- 
schrieben und durch neuere Untersuchungen vollkommen bestiitigt”). 
GewiB ist es bemerkenswert, das die am besten erforschten, unter 
allen Umstiinden kanzerogen wirksamen Kohlenwasserstoffe aus un- 
symmetrisch gebauten Molekiilen bestehen und es ist wohl méglich, daB 
die Unsymmetrie des Molekiils im Sinne von Lettré einer von den 


strukturchemischen Faktoren ist, welche die kanzerogene Wirksamkeit 
beeinflussen. 

Mit Recht betont Lettré, da alle Versuche, die Beziehungen zwi- 
schen chemischer Konstitution und kanzerogener Wirkung aufzuklaren 
bisher zu keinem Resultat gefiihrt haben. Man kennt zahlreiche Einzel- 
tatsachen, die sich in keine Theorie restlos einordnen lassen. Bei der Be- 
urteilung der Ergebnisse iiber die kanzerogene Wirksamkeit struktur- 
verschiedener Stoffe wird der Einflu8 der Bereitschaft des behandelten 
Testtieres und der Reaktionsweise des betroffenen Gewebes viel zu wenig 
beachtet. Man kennt schon viele kanzerogene Substanzen, die z. B. auf 
der Haut sehr leicht Tumoren hervorrufen, im Unterhautgewebe sich 
aber sehr schwach wirksam erweisen und umgekehrt. Bei vergleichenden 


‘) Badger, Cook, Hewett, Kennaway, Martin u. Robinson, Proc. 
Roy. Soc. B} 129, 439 (1941). — Badger, Cook, Hewett, Kennaway u. Mar- 
tin, Proc. Roy. Soc. 131, 170 (1942). 

5) Shear u. Leiter, J. Nat. Canc. Inst. 2, 241 (1941). 

6) Lettré wendet den Symmetriebegriff als Kriterium an, indem er einen Stoff 
als symmetrisch betrachtet, wenn sich eine Symmetrielinie durch einen Ring- 
mittelpunkt legen 1a8t. Durch diese Begriffseinschrankung schlieBt er nicht nur 
manche symmetrischen, aber nicht im eigentlichen Sinne spiegelbildsymmetri- 
schen Kohlenwasserstoffe aus der Betrachtung aus, sondern auch das spiegel- 
bildsymmetrisch gebaute 3,4-Benzphenanthren. 

7) Dibenzfluoren,Proc. Roy. Soc. B. 129, 439 (1941) u. 131, 170 (1942). — 
Dibenzacridin, Proc. Roy. Soc. B. 129, 439 (1941). — Dibenzcarbazol, 
Proc. Roy. Soc. B. 122, 429 (1937). 
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Versuchen iiber die kanzerogene Wirkung verschiedener Stoffe ist es 
notwendig, Art und Zustand des Testgewebes genau zu definieren. 

Die kanzerogene Aktivitit eines Kohlenwasserstoffs wird unmittel- 
bar durch seine Reaktionsfiihigkeit bzw. die Beweglichkeit seiner Wasser- 
stoffatome’) bedingt sein. Beziiglich der Frage, welche Reaktion der 
kanzerogenen Stoffe hier in Betracht kommt®) wurde hier in einer noch 
nicht abgeschlossenen Untersuchung?) gezeigt, daB die Sauerstoff- 
zehrung (Oxydationsgr6Be) von Vitamin-A-Priparaten (allerdings nur 
von rel. hochkonzentrierten) durch Benzpyren und Methylcholanthren 
erniedrigt wird. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Befunden 
von Dittmar#!), nach welchen Vitamin A oder Carotin die Tumor- 
bildung durch Benzpyren stark verzégert. Ob es sich bei dieser Oxyda- 
tionsbeeinflussung um die Verdriingung von Vitamin A aus einem als 
Apoenzym wirkenden Lipoidkomplex durch Benzpyren handelt, JaiBt 
sich noch nicht sagen. 

Bei der nahen Beziehung, welche zwischen dem Auftreten von 
Tumorzellen und dem Eintreten von Mitosestérungen bzw. zwischen 
kanzerogenen Substanzen und Mitosegiften bestehen!*), kann man den 
an kanzerogenen Stoffen beobachteten EinfluB von A-Vitamin-Lipoid- 
komplexen auch im System der Mitosegifte vermuten. Die sich in den 
letzten Jahren erfolgreich entwickelnde Forschungsrichtung, welche die 
biologischen Wirkungen von Hemmungsstoffen auf die Verdringung 
lebenswichtiger Ergone aus dem Verband der Zellstruktur zuriickza- 
fiihren sucht, und welche in der Aufstellung des Begriffes ,, Antivitamine“ 
gipfelt, diirfte auch im Gebiet der kanzerogenen Stoffe wie auch der an 
Mitosen beteiligten Ergone fruchtbar werden kénnen. 

Andererseits wird die Lipoidléslichkeit, welche G. Ostergren?*) 
in einer bemerkenswerten Arbeit als ausschlaggebende Eigenschaft der 
Mitosegifte betont, auch die kanzerogene Aktivitit von Kohlenwasser- 


8) Die Beweglichkeit der Wasserstoffatome dieser polycyklischen Substan- 
zen hat Otto Schmidt auf die besondere Anregbarkeit der B-Elektronen zu- 
rickgefiihrt (vgl. Chem. Ber. 73, 97 (1940). — Naturwiss. 29, 146 (1941)). 

®) Fieser (J. Am. Chem. Soc. 62, 2674; 1940) hat auf die Reaktion der 
kanzerogenen Kohlenwasserstoffe mit Thiolderivaten hingewiesen, die wohl nicht 
nur in die Wirkung von kanzerogenen Stoffen, sondern auch von Mitosegiften 
und von Reizstoffen des Pflanzenwachstums eingreifen. 

#0) Euler, Ahlstrém u. Skarzynski, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 17 A, 
Nr. 29 (1944). 

11) Dittmar, Z. Krebsforsch. 50, 20 (1940). — Graffi, Z. Krebsforsch. 49, 
477 (1939). 

12) Winge, Z. f. Zellforsch. 10, 683 (1930). — Schmuck u. Gusseva, 
C. r. Acad. URSS. 22, 441 (1938). — Vgl. Euler, Ahlstrém, Hégberg, Z. 
physiol. Chem. 277, 18 (1942). — Levan u. Ostergren, Hereditas, 29, 381 (1943). 

13) Ostergren, Hereditas, 30, 429 (1944). Ostergren u. Levan, Here- 
ditas, 29, 496 (1943). — Vgl. auch die theoretischen Erwagungen iiber Wuchs- 
stoffe von Veldstra (Enzymologia, 11, 97 (1944); nach seinen Annahmen 
wirken Wuchsstoffe in Grenzschichten, wobei ihr Ringsystem den Adsorptions- 
grad an der Grenzschicht, ihre Carboxylgruppe die eigentliche physiologische 
Funktion bestimmt. 
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stoffen erheblich beeinflussen. Jeder der beiden Effekte muB, den schon 
jetzt vorliegenden Tatsachen zufolge, durch Stoffe ausgelést werden, 
welche sowohl durch ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften wie 
geeignete auswihlende Léslichkeit, Aciditat usw. in geeigneter Konzen- 
tration in die Gewebe eindringen als auch durch ihre spezifische Struk- 
tur und Affinitét einer besonderen Atomgruppe an der Reaktionsstelle 
zur Wirkung kommen. 


Uber eine verbesserte Synthese des Kynurenins 
Von 
Adolf Butenandt, Wolfhard Weidel und Ingrid Neckel 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1944) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber die Konstitutionsermittlung 
und iiber eine Synthese des Kynurenins, eines von Y. Kotake entdeck- 
ten Abwandlungsproduktes des Tryptophans, das wegen seiner Bedeu- 
tung als v+-Gen-abhingiger Baustoff fiir die Bildung der als Ommo- 
chrome bezeichneten Insektenpigmente entwicklungsphysiologisches 
Thteresse gewann'). Kynurenin erwies sich als o-Amino-phenacyl-amino- 
essigsiure (V); seine Synthese gelang uns nach dem Prinzip der von 
Sérensen angegebenen «-Aminosiure-Darstellung durch Kondensation 
von o-Nitrophenacyl-bromid (I) mit Natrium-phthalimido-malonester 
(Ila), Verseifung des entstandenen Kondensationsproduktes (IIIa) zur 
o-Nitro-phenacyl-aminoessigsiure (IV) und anschlieBende Reduktion 
der Nitrogruppe zur ¢minogruppe. 


co 
y CO-CH,+ Br /COOR Ila u. Ila R = —NC SoH, 
€ ils ii OOR ae 
W/\x 
Vv NO, R ib u. IIIb R = —NH- CO- C,H; 
I II 
COOR 
CO-CH,-C 
Vj, 6 * | \coor 
\) \no, III 
a actin ethan JN /£0: CH, CH COOH 
cl NH aes | vH 
+ 2 r 
\/\no \) \NH, 
IV 7 


1) A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert und W. von Derjugin, 
H.-S. 279, 27 (1943). 
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Es wurde bereits darauf hingewiesen?), das die Kondensation des 
o-Nitro-phenacylbromids mit Natrium-phthalimidomalonester im Gegen- 
satz zu allen anderen Stufen der Synthese wenig glatt verliuft, und daB 
es trotz groBer Miihe nicht gelungen war, die Bedingungen dieser Reak- 
tion giinstiger zu gestalten. Wir fanden nun, daf die Synthese des Ky- 
nurenins mit wesentlich besserer Ausbeute verlaiuft, wenn man nach den 
Angaben von Redemann und Dunn‘) den Phthalimido-malonester 
durch Benzamido-malonester (IIb) ersetzt. Man kann die Kondensation 
des o-Nitrophenacyl-bromids mit Benzamido-malonester in alkoholischer 
oder besser in benzolischer Lésung vornehmen, die Verseifung des Kon- 
densationsproduktes (IIIb) geschieht am besten mit einem Gemisch von 
Salzsiure und Eisessig. Alle iibrigen Stufen der Synthese bleiben gegen- 
iiber unseren friiheren Angaben unverindert. 

Durch diese Verbesserung ist synthetisches d, ]-Kynurenin wesent- 
lich leichter zuganglich geworden; bezogen auf eingesetzten Benzamido- 
malonester betraigt die Ausbeute an Kynurenin 35—36% d. Th. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Férderung der 
Arbeit. 
Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung von Benzamido-malonester. Malonester wird 
nach Cerchez‘) mit Natriumnitrit in Eisessiglésung in Isonitroso-malon- 
ester iibergefiihrt und dieser nach Redemann und Dunn‘) durch Druckhydrie- 
rung mit Raney-Nickel im Schiittel- oder Riihrautoklaven zum Amino-malon- 
ester reduziert. Die Hydrierung wird abgebrochen, wenn keine Druckabnahme 
mehr erfolgt. — Die Reduktion des Isonitroso-malonesters mit Aluminium- 
amalgam‘ nach Cerchez*) liefert nach unseren Erfahrungen bei Anwendung 
nicht ganz reinen Aluminiums eine ,wesentlich geringere Ausbeute als die Druck- 
hydrierung. 

Die Benzoylierung des Aminomalonesters erfolgt nach der Vorschrift von 
Redemann und Dunn’) durch Umsetzung mit Benzoylchlorid in waBriger Lé- 
sung bei Gegenwart von Pyridin. Abweichend von den dortigen Angaben wird 
der Benzamido-malonester zweckmaBig zur ersten Reinigung durch Lésen in 
Methanol und mdglichst tiefe Abkiihlung im Eisschrank umkristallisiert, um 
ein mitgebildetes éliges Produkt in Lésung zu halten. Die zweite Umlésung 
kann nach Redemann und Dunn aus Benzol-Petrolither vorgenommen 
werden. Der Schmelzpunkt unserer Praparate stieg entsprechend den Angaben 
von Cerchez*) nicht iiber 62° (unkorr.), wahrend Redemann und Dunn einen 
um 12° héheren Schmp. angeben. 

2. Kondensation vom Benzamido-malonester mit o-Nitro- 
phenacylbromid. Zu 0,82 g Natriumstaub fiigt man eine Lésung von 10 g 
trockenem Benzamido-malonester in 80 ccm getrocknetem Benzol. Das 
Natrium wird beim Kochen am RiickfluBkihler (mit aufgesetztem Chiorcalcium- 
rohr) etwa innerhalb 1, Std. unter Wasserstoffentwicklung mit gelber Farbe klar 
gelést. Die Lésung wird mit 8,75 g o- Nitrophenacy]-bromid (0-Nitro-m-brom- 
acetophenon)*) versetzt. Nach 6stiind. Kochen verdiinnt man die rotbraune 
Mischung mit Wasser und schiittelt, um das ausgefallene Natriumbromid zu 


2) a.a. O., Seite 33. 

3) Redemann und Dunn, J. Biol. Chem. 130, 341-ff. (1939). 

4) Cerchez, Bull. Soc. chim., Sér. 4, 47, 1279 ff. (1930). 

5) Arndt, Eistert und Partale, B. 60, 1364 (1927); Butenandt, Wei- 
del, Weichert und von Derjugin, H.-S. 279, 40 (1943)., 
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lésen. Die Benzolschicht wird eingedampft. Es hinterbleiben 15,8 g eines dicken, 


roten Ols. 
3. Verseifung des Kondensationsproduktes. Das nach 2. erhaltene 


Ol wird 4 Stunden mit 30 ccm konz. Salzsaure und 20 cem Eisessig auf dem 
Wasserbad erhitzt. Man setzt danach nochmals 20 ccm Salzsaéure hinzu und er- 
hitzt weiter bis zum Aufhéren der Kohlendioxyd-Entwicklung (etwa 4—5 Stdn.). 
Die dunkelbraune Lésung wird mit etwa 120 ccm Wasser versetzt und die ausge- 
fallene Benzoesaure abfiltriert. Reste von Benzoesiure und unverseiftem Ol wer- 
den der Reaktionslésung durch Schiitteln mit Ather entzogen. Die waBrige, stark 
saure Lésung wird im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand mit 
méglichst wenig wasserfreiem Aceton, evtl. unter Erwarmen, von éligen Beimen- 
gungen befreit. Ein aus der Acetonlésung wieder abgeschiedenes Kristallisat wird 
mit der Hauptmenge vereinigt. Man lést die hellbraun gefarbte Substanz (etwa 
5 g) in der Mindestmenge Alkohol und fallt durch vorsichtigen Zusatz von Ather. 
Man erhialt weiBes o- Nitro-phenacyl-aminoessigsaure-hydrochlorid’) 
vom Schmp. 186—187° (unter Zers.) in einer Ausbeute von 3,8—4 g (= 38—40°, 


d. Th.). 
4. Reduktion des o-Nitro-phenacyl-aminoessigsaure-hydro- 


chlorids. Bei der katalytischen Hydrierung von 3, 9 g o-Nitro-phenacyl-amino- 
essigsiure-hydrochlorid mit Palladiumschwarz') werden nach Zusatz von 
Schwefelsaure 3, 9 g Kynureninsulfat erhalten (91% d. Th.). Auf Benzamido- 
malonester bezogen betragt die Ausbeute an Kynurenin 35—36% d. Th. 


Uber die Spaltung des synthetischen d, l-Kynurenins 
in optische Antipoden 
Von 
Adolf Butenandt und Ruth Weichert 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1944) 


Das auf synthetischem Wege" '») bereitete K ynurenin hat sich in allen 
seinen Eigenschaften als identisch mit dem natiirlichen Abbauprodukt 
des Tryptophans erwiesen, abgesehen davon, daB in dem Endprodukt 
der Synthese naturgemiB ein Razemat, im natiirlichen Kynurenin je- 
doch eine optisch aktive Aminosiiure der |- Reihe vorliegt. Da fiir die phy- 
siologischt Funktion des Kynurenins als Baustoff fiir die Bildung der 
Insekten-Ommochrome lediglich das ]-Kynurenin Verwendung findet, 
haben wir als niichsten Schritt im Rahmen unserer Versuche zur bio- 
chemischen Analyse der genabhiingigen Pigmentbildung bei Insekten 
die Spaltung des synthetischen d, l|-Kynurenins in seine optischen Anti- 
poden durchgefiihrt. 

Die Lésung dieser Aufgabe erschien nach dem Ausfall unserer ersten 

la) A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert und W. von Derjugin, 


H.-S. 279, 27 (1943). 
1b) A. Butenandt, Ws Weidel und I. Necke}, 281, 120 (1944). 
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Versuche nicht leicht. Trotz vielfacher Variation der Bedingungen gelang 
es uns nicht, ein kristallisiertes Salz des d, 1-Kynurenins mit einer op- 
tisch aktiven Base oder Siiure zu erhalten. Die Angabe von Y. Kotake 
und N. Ito*), daB Oidium lactis von raz. Kynurenin nur die |-Form im 
Stoffwechsel verwertet, die d-Form jedoch unangegriffen lit, war fiir 
unseren Zweck nicht verwendbar, da diese Methode nur zur Gewinnung 
des »hysiologisch nicht wirksamen Stereoisomeren fiihrt. Auch die Hoff- 
nung, durch Anwendung von d-Aminosiiure-oxydase auf das Razemat 
einen Abbau der d-Form zu erzielen und auf diese Weise einen Weg zur 
Jsolierung des ]-Kynurenins zu eréffnen, erfiillte sich nicht; ein gegen- 
iiber d-Phenylalanin hoch aktives Oxydase-Priiparat aus Hammelniere 
erwies sich nach manometrischen Messungen im Warburg-Apparat als 
vollig inaktiv gegeniiber d, l-Kynurenin. Versuche mit Fermentpriipara- 
ten anderer Herkunft*) haben wir nicht durchgefiihrt, da inzwischen der 
im folgenden beschriebene Weg zum Ziel fiihrte. 

Wir berichteten bereits friiher dariiber™), daB |-Kynurenin eine 
sehr charakteristische Molekiilverbindung mit Rohrzucker liefert, 
die erstmalig 1940 von Tatum und Beadle‘) aus einer mit Bakterien 
bebriiteten, Tryptophan und Rohrzucker enthaltenden Nihrlésung iso- 
liert und 1941 von Tatum und Haagen- Smit’) irrtiimlich fiir einen 
Halbester des Kynurenins mit Rohrzucker gehalten wurde. Nach der Er- 
mittlung der Kynurenin-Struktur konnten wir zeigen’), daB l-Kynure- 
nin aus einer Lésung, die Rohrzucker im Uberschu8 enthiilt, in Gestalt 
einer Molekiilverbindung auskristallisiert, die aus | Mol Kynurenin, 1 Mol 
Rohrzucker und 1 Mol Wasser besteht und mit dem von Tatum und Mit- 
arbeitern beschriebenen Produkt identisch ist. 

Nach diesen Erfahrungen haben wir synthetisches d, I]-Kynure nin 
in Gegenwart von Rohrzucker gelést in der Hoffnung, iiber die sich bil- 
denden Molekiilverbindungen der Komponenten auf dem iiblichen Wege 
zu einer Spaltung des d, ]-K-ynurenins in optische Antipoden zu gelangen. 
Die angestellten Serienversuche fiihrten zu einem iiberraschend einfachen 
Ergebnis: Es zeigte sich, da8 nur die ]-Form des Kynurenins imstande 
ist, mit Rohrzucker eine kristallisierte Molekiilverbindung zu liefern, die 
sich aus einer d,l-Kynurenin und Rohrzucker enthaltenden konzen- 
trierten alkoholisch-waiBrigen Lésung als schwerstlésliche Komponente 
zum gréBten Teil allmihlich abscheidet, wihrend die d-Form in Gegen- 
wart von iiberschiissigem Rohrzucker in Lésung bleibt. 

Die aus synthetischem d,]-Kynurenin und Rohrzucker zu ge- 
winnende Molekiilverbindung entspricht in allen Eigenschaften dem aus 
natiirlichem I-Kynurenin und Rohrzucker erhaltenen Produkt. Sie bildet 
nadelférmige, zu Rosetten angeordnete Kristalle, die sich zwischen 142 
und 155° zersetzen, der Zusammensetzung C,,H,,N,0,, . H,O entsprechen 


2) Journ. of Biochemistry 26, 161 (1937). 

3) Vgl. P. Karrer und R. Appenzeller, Helv. chim.Acta 26, 808 (1943). 
4) Science 91, 458 (1940). 

5) J. of Biol. Chem. 140, 575 (1941). 


9* 
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und sich in alkoholischer Lésung einbasisch titrieren lassen. Aus dieser 
Molekiilverbindung konnte durch vorsichtigen Zusatz von Schwefelsaure 
das 1-Kynureninsulfat mit der optischen Drehung [«j!9: + 7,79 ge- 
wonnen werden; das aus dem Salz in Freiheit gesetzte 1-K ynurenin 
zeigte eine optische Drehung von [«]}? : — 31,5°. Beide Werte entspre- 
chen den Erwartungen. 

Die der Razematspaltung entstammende Mutterlauge der Molekiil- 
verbindung lieferte nach Versetzen mit Schwefelsiure unmittelbar das 
schwer lésliche d- Kynureninsulfat, das nach dem Umlésen eine op- 


tische Drehung [«]}?: — 8,5° zeigte. Das daraus in Freiheit gesetzte 
d-Kynurenin wurde durch den optischen Drehungswert [a«]}9 : + 30° 
gekennzeichnet. 


Die aus den Polarisationsergebnissen eindeutig hervorgehende voll- 
stindige Spaltung des synthetischen Razemats in die optischen Anti- 
poden wurde durch eine vergleichende physiologische Prifung 
der Komponenten bestitigt, deren Ausfiihrung wir wiederum den Herren 
A. Kiihn und R. Danneel (Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biologie) zu 
verdanken haben. Das reine d-K-ynurenin erwies sich entsprechend friither 
erhobenen Befunden?*).*) als physiologisch véllig inaktiv bei der Prii- 
fung auf Pigmentbildung im Schnelltest an isolierten Augenanlagen von 
v bw-Drosophila-Puppen. — Das aus synthetischem Razemat darge- 
stellte ]-Kynurenin zeigte im quantitativen Augenausfarbungstest an 
a-Ephestia-Puppen dieselbe Wirksamkeit wie unter gleichen Bedin- 
gungen gepriiftes natiirliches |-Kynvrenin. Abweichend von der frither 
verwendeten Technik wurde die zu priifende Substanzmenge den Raupen 
nicht in Agarfolie implantiert, sondern ihnen unter Verwendung der 
Mikro-Injektionsspritze nach G. Bergold®) injiziert. 

Nach Verabfolgung von 1,25 y Substanz pro Tier ergaben sich fol- 
gende Werte: 











Anzah | Verteilung auf die Hellig- | Mittlerer ySkotom- 
Tier keitsklassen hettighette- min 
iere 0; ll | 2 | 1B wert | pro Kopf 
synth. l-Kynurenin| n=60| 0 | 25 | 28 | 7 | 11,70 | -2,47*) 
natiirl.l-Kynurenin | n = 77 0 | 381 41 5 11,66 2,52**) 











*) Mittel aus der Bestimmung von 3 Gruppen aus 18, 18 und 19 Képfen. 
**) Mittel aus der Bestimmung von 3 Gruppen aus je 20 Képfen und 1 Gruppe 
aus 17 Képfen. 


_ Die vorstekend mitgeteilten Ergebnisse stellen eine erneute, letzte 
Sicherung unserer Kynurenin-Formel dar; mit der Spaltung der synthe- 
tischen, razemischen o- Amino-phenacyl-amino-essigsiaure in die optischen 
Antipoden und der Gewinnung des synthetischen ]-Kynurenins ist die 
Konstitutionsermittlung dieses Tryptophan-Abwandlungsproduktes ab- 
geschlossen. 


6) Biol. Zentralbl. 61, 158 (1941). 
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Die vorliegende Arbeit wurde im Sommer 1943 beendet; der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft haben wir fir ihre Unterstiitzung zu danken. R. Wei- 
chert (Stockholm) dankt der Alexander-von-Humboldt-Stiftung fiir ein Stipen- 
dium. 

Beschreibung der Versuche 


Spaltung von d, I-Kynurenin in seine optischen Antipoden iiber die 1-Kynurenin- 
Rohrzuckerverbindung 

A. Herstellung der Kynurenin-Zucker-Verbindung. Eine waB- 
rige Lésung von 4,5 g synthetischem d, ]-Kynureninsulfat wurde mit Barium- 
hydroxyd neutralisiert. Das ausgefallene Bariumsulfat wurde abzentrifugiert, 
die klare Lésung im Vakuum im Stickstoffstrom auf ein geringes Volumen ein- 
geengt, mit 18 g Rohrzucker versetzt und weiter eingeengt, bis freies Kynurenin 
sich auszuscheiden begann. Die Lésung wurde filtriert, das Filtrat (etwa 250 ccm) 
mit 1250 ccm Alkohol versetzt und 14 Tage bei etwa 0° stehen gelassen. 

Die sich allmahlich ausscheidenden nadelférmigen Kristalle der 1- K ynure- 
nin-Rohrzuckerverbindung sind von schwach gelber Farbe und rosetten- 
formig geordnet. Gewicht: 1,18 g. Sie wurden mehrfach aus wenig Wasser und 
der 10fachen Menge abs. Alkohol durch Stehenlassen bei — 12° umgeldst. 

Schmelzpunkt: Zersetzung zwischen 142—155°. 
Analyse: 3,484 mg Sbst.: 5,825 mg CO,, 2,010 mg H,O 
2,791 mg Sbst.: 0,119 com N (24°, 775 mm) 
C.2H3,0,,N.* H,O Ber. C 46,47, H 6,38, N 4,93 
Gef. C 46,28, H 6,55, N 5,00 
Titration nach GraBmann und Heyde’) in 90proz. Alkohol mit 
Thymolphthalein‘ 5,4 mg Sbst. verbrauchen 0,44 ccm n/40 KOH 
Ber. fiir 1 COOH 0,38 com n/40 KOH 

(Der Umschlagspunkt ist schwer festzustellen, da die Lésung an und fir 
sich gelb ist und daher zum Griin umschlagt.) 

B. Gewinnung von 1-Kynureninsulfat und 1-Kynurenin. 400 mg 
der Kynurenin-Zuckerverbindung wurden in méglichst wenig warmem 90proz. 
Alkohol gelést, mit 0,3 com konz. Séhwefelsiure versetzt und zur Kristallisation 
bei 0° aufbewahrt. Es kristallisierten 240 mg 1-Kynureninsulfat, die aus 
90proz. Alkohol mehrmals umgelést wurden. 

Optische Drehung der letzten 3 Umkristallisationen des ]-Kynureninsulfats: 

a = + 0,151; c = 0,9500; 1 = 2dm [a}\? = + 7,9 


% = + 0,146; c = 0,9750; 1 = 2dm [a]1? = + 7,5 
+ 0,157; ¢ = 1,005; 1=2dm [a}\? = + 7,8 
Mittel [a 1? = + 7,7° 
Das aus dem Kynureninsulfat dargestellte freie 1-Kynurenin ergab fol- 
gende cptische Drehung;; 
«% = —0,200; c = 0,3175; 1 = 2dm [a]? = —31,5° 


Vergleich mit der optischen Drehung des natiirlichen 1-Kynu- 
reninsulfats: 
a = + 0,077; c = 1,010; 1=1dm [a]? = + 7,6 


ax = + 0,070; c = 0,9850; 1 = 1dm [a]}? = + 7,1 
a = + 0,070; c = 0,9700; 1 = 1dm [«J}2 = + 7,2 
Mittel [19 = + 7,3° 


I 


a 








1) H.-S. 188, 32 (1929) 
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und der optischen Drehung des natiirlichen freien 1-Kynurenins: 
x = —0,210; c = 0,3575; 1 = 1 dm [a]19 = —29,4° 


C. Gewinnung von d-Kynureninsulfat und d-Kynurenin. Die 
Mutterlauge der 1-Kynurenin-Rohrzucker-Verbindung wurde mit 0,1 cem konz. 
Schwefelsiure versetzt. Das d-Kynureninsulfat begann langsam auszukristalli- 
sieren; die Lésung wurde auf etwa ”/, ihres Volumens eingeengt und das Sulfat 
abfi'triert. Gewicht: 1,0 g; es-wurde aus 90proz. Alkohol mehrmals umgelést. 

Optische Drehung der 4 letzten Umkristallisationen des d-Kynurenin- 
sulfats: 





+ = — 0,086; c = 1,010; 1 = 1dm [a] = —8,5 
«% = — 0,083; ¢ = 1,015; 1 =1dm [x]\) = —8,2 
x = —0,088; c = 1,0175; 1 = 1dm [a]\) = —8,6 
x = — 0,083; ¢ = 0,9725; 1 = 1dm [«]19 = —8,5 

Mittel [x]}} = —8,5° 


Aus dem d-Kynureninsulfat wurde freies d-Kynurenin dargestellt, dessen 
optische Drehung sich ergab zu: 
x = + 0,231; ¢ = 0,3850; 1 = 2dm [a]19 = + 30,0° 
Durch weiteres Einengen der Mutterlauge konnten noch 130 mg Kynurenin- 
sulfat gewonnen werden. Dieses Kristallisat zeigte sich als Gemisch von ]-Kynu- 
reninsulfat mit dem Razemat. [« is + 6,5°. 


Zur Frage der fermentativen Spaltung von reduzierenden 
Disacchariden 


(Uber Anhydride yon Glykol-glykosiden IV. Mitteilung) ') 
Von 
Burckhardt Helferich und Konrad Thiemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1944) 


Vor einiger Zeit konnte die Frage der fermentativen Spaltung der 
Laktose durch verschiedene Fermentpraiparate an neuartigem Material, 
dem Anhydrid des Glykol--d-laktosids, gepriift werden!). Es ergab sich, 
daB die Blockierung des zweiten, reduzierenden Teils im Milchzucker, 
der Glukose, jedenfalls qualitativ die Spaltbarkeit der Disaccharidbin- 
dung zwischen f-d-Galaktose und Glukose durch Emulsin aus Siib- 
mandeln, aus Luzerne und aus Kefirpilzen nicht aufhebt. Man kann 
also die Spaltung des Milchzuckers durch diese Fermentpriparate als 
eine Wirkung der in ihnen enthaltenen §-d-Galaktosidase auffassen. Eine 
besondere ,,Laktase*‘ in diesen Priiparaten anzunehmen ist auch nach 
diesen neuen Befunden unnétig. 


1) III. siehe Ber. Deutsch. Chem. Ges. 76, 595 (1943). 
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Die gleiche Frage ist in der vorliegenden Arbeit fiir die Cellose-Spal- 
tung (Cellobiose-Spaltung) untersucht worden. Es gelang, ein Glykol- 
B-d-cellosid-anhydrid (I) herzustellen auf dem gleichen Wege wie die 
friiher beschriebenen Anhydride von Glykol-glykosiden. 


H OH CH,OH 


HO {| HH c——O 0 
i% ‘a att ed ROI. a 
‘ OH HC ve ad ¢ 


C CH, 
H OH ‘ 
a \ 0% Na | ft, 
CH,OH H we 


In ihm ist der — urspriinglich reduzierende — zweite Glukose-Baustein 
fermentfest blockiert. Trotzdem bleibt die Spaltbarkeit der Cellose-Bin- 
dung zwischen den beiden Bausteinen durch Emulsin aus SiiB®mandeln, 
aus Malz und aus Aspergillus oryzae bestehen. Uber die quantitativen - 
Verhiltnisse gibt die folgende Ubersicht Auskunft : 











Tabelle 1 
Wertigkeiten bei der Spaltung 
von durch Emulsin aus . Aspergillus 

(Substrat) SiBmandeln | Malz oryzae 
1. Salicin 2.7 0.0087 0.0069 
2. Cellose 0:13 0.03 0.0026 
3. Glykolcellosid-anhydrid 0.014 0.012 0.0017 
Verhaltnis 190/9/1 0.7/2.5/1 4/1.5/1 


Die Geschwindigkeiten, mit denen Sii®mandel-Emulsin, Malz- 
Emulsin und Emulsin aus Asperg. oryzae das Cellosid-anhydrid und die 
Cellose selbst spalten, sind bei jedem einzelnen Fermentpriparat nicht 
sehr verschieden. Der gréBte Unterschied, beim Sii&mandel-Emulsin, 
betragt 9 zu 1, liegt also weit innerhalb der Grenzen, in denen f-d-Glu- 
koside mit verschiedenem Aglucon von ein und demselben §-d-glukosi- 
datisch wirksamen Fermentpriiparat gespalten werden. Denn dieser 
kann auf 40000 zu 1 angegeben werden?). Die Spaltung der Cellose kann 
ebenso wie die des Cellosid-anhydrids demnach ohne Bedenken der 
B-d-Glukosidase der drei untersuchten Fermentpriaparate zugeschrieben 
werden, ganz im Sinne der Theorie von Weidenhagen, die besondere 
Disaccharasen — in diesem Fall also eine besondere Cellase — ablehnt. 
DaB und in welchem MaBe die drei Fermentpriparate auf 8-d-Glukoside 
wirken, ist an Salicin (siehe Tabelle, Nr. 1) zum Vergleich festgestellt 
worden. 


2) Erg. d. Enzymforschung, Bd. VII, S. 87 (1938). 
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Ausdriicklich sei betont, da& der Befund nicht als experimentelle 
Untersuchung der angeschnittenen Frage der Disaccharasen auch fiir 
andere Disaccharide, insbesondere nicht fiir solehe vom Typ der Treha- 
lose und des Rohrzuckers gelten kann und gelten soll. Auch die Méglich- 
keit, daB andere Fermentpriparate ein anderes Resultat ergeben kénnen, 
sei offengelassen, um die auf diesem Gebiet bestehende Verwirrung nicht 
zu erhohen. 

Es sind Arbeiten in Angriff genommen, die auf analoge Weise auch 
andere Disaccharide, insbesondere die Maltose, untersuchen sollen. 


Versuche 
Hepta-acetyl-athylenchlorhydrin-£-d-cellosid 


26 g Acetobromcellose werden durch gelindgs Erwarmen in 100 g Athylen- 
chlorhydrin in Lésung gebracht, dann unter Eiskihlung portionsweise mit 11 g 
Silbercarbonat versetzt und nach dem Abklingen der beim Umschiitteln auf- 
tretenden stiirmischen CO,-Entwicklung noch etwa 4 Stunden unter zeitweisem 
Liiften des Stopfens weitergeschiittelt. Wenn einige Tropfen der Mischung, mit 
Aceton verdiinnt und filtriert, keine Fallung mit Silbernitrat bei Zimmertempe- 
ratur mehr zeigen, ist der Umsatz beendet. Die Lésung wird, nach dem Verdiin- 

id nen mit Aceton auf etwa das doppelte Volumen, abgenutscht, die zuriickbleibenden 
Silbersalze werden mit Azeton nachgewaschen und die vereinigten Filtrate i. V. 
bei etwa 65° Badtemperatur eingedampft. Der kristallisierende Riickstand wird 
mit etwa 600 ccm Eiswasser vetrieben, die Kristalle werden abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 25.5 g, d. i. fast 100% d. Th. Zur Reinigung 
wird die Substanz in 75 cem Aceton + 75 ccm abs. Alkohol warm gelést und dann 
das Aceton abdestilliert. Beim langsamen Abkihlen fallt die ‘Substanz in farb- 
losen Kristallen vom Schmelzpunkt 202° aus 


[x0 = — 1.86 x 5.8233 / 0.2155 x 2.0 x 1.469 = —17.1° 
(in Chloroform) 
CogHy90,¢Cl (698.8) Ber. C 48.10 H 5.58' Cl 5.15 
Gef. 48.00 5.57 4.96 


Hexa-acetyl-glykol-£-d-cellosid-anhydrid 


2.00 g Hepta-acetyl-athylenchlorhydrin-Z-d-cellosid werden in 60.0 ccm 
abs. Alkohol mit 30.00 ccm titrierter — etwa 2n — NaOH 7.5 Stunden lang 
riickgekocht. Das so durch Abspaltung von HCl und durch Entacetylierung ent- 
standene Cellosid-anhydrid l48t sich von dem Gemisch der Natriumsalze am 
besten durch Uberfiihrung in die Hexa-acetylverbindung trennen. Dazu wird die 
Natronlauge, soweit sie nicht durch den abgespaltenen Chlorwasserstoff ver- 
braucht ist, durch Zusatz der berechneten Menge titrierter Salzsaure neutralisiert. 
Die Lésung wird i. V. zur Trockne verdampft (Badtemp. 35—40°), der Riick- 
stand im Exsikkator iiber P,O, méglichst vollstandig getrocknet, dann mit 6.0ccm 
abs. Pyridin und mit 6.0 ccm Essigsiureanhydrid aufgenommen, wobei bis auf 
eine weiBe Triibung fast alles unter Erwirmung in Lésung geht, und nach 24stiin- 
digem Aufbewahren bei Zimmertemperatur die Mischung erst mit etwa 1.5 ccm 
Wasser versetzt, dann nach dem Abklingen der Erwérmung (Zersetzung von un- 
verbrauchtem Essigséureanhydrid) portionsweise mit im ganzen 50 com Wasser 
die aus Salzen bestehende Triibung aufgelést und die Hexa-acetylverbindung des 
Cellosid-anhydrids kristallin ausgefallt, abgenutscht und durch Verreiben mit 
Wasser miéglichst vollstindig von den Salzen gereinigt. Ausbeute 1.53 g, d.i. 
86°, d.Th. Nach dem Umbkristallisieren aus etwa 3 Volumteilen Methanol 
schmilzt die Substanz bei 197° 
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[x ]%9 = + 1.61 x 5.7771 / 0.1998 x 2.0 x 1.4696 = + 15.8° 
(in Chloroform) 
CygH 56017 (620.3) Ber. Cc 50.3 H 5.81 Acetyl*) 41.60 
Gef. 50.0 5.76 41.74 


*) nach Freudenberg-Bredereck. 


Glykol-£-d-cellosid-anhydrid (I) 

1 g der Hexa-acetyl-Verbindung wird in 15 ccm abs. Methanol mit 0.5 cem 
Natriummethylat-Lésung (1 g Na auf 100 ccm Methanol) 10 Min. lang riickge- 
kocht. Beim Abkiihlen und Einengen (i. V.) scheidet sich das Glykol-cellosid- 
anhydrid in derben zugespitzten Nadeln aus. Ausbeute 0,5 g, d. i. iber 80% d. Th. 
Zur Reinigung werden 0.1 g Sbst. in 1.0 com Wasser gelést, nach Zugabe von 
10 ccm Aceton rasch durch ein gewéhnliches Filter filtriert und durch Zugabe 
weiterer 10 ccm Aceton zur Kristallisatidn gebracht. Die so gereinigte Substanz 
ist kristallwasserfrei und schmilzt bei 236°. 


[x ]}?9 = + 2.06 x 3.3924 / 0.1035 x 2.0 x 1.01 = + 33.49 
(in Wasser) 
C,4H,,0,, (368.3)Ber, C 45.65 H 6.52 OH 27.7 
Gef.- 46.29 6.81 27.9*) 


*) titrimetrisch mit Pyridin-Essigsiureanhydrid. 


Durch langeres Kochen mit n H,SO, (14 Stunden) wird die Substanz in Glu- 
cose und Glykol-8-d-glucosid-anhydrid gespalten. Dieses laBt sich aus der mit 
NaOH neutralisierten, zur Trockne verdampften Lésung mit Alkohol extrahieren 
und an seinen Eigenschaften, Schmelzpunkt 211° und Drehung: [« ir = +55.6° 
in Wasser sicher erkennen. 


Durchfihrung der Spaltungen 


Alle Spaltungen wurden bei 30.0° durchgefiihrt. Das pq wurde mit Acetat- 
Puffer eingestellt (und mit Lyphanpapier kontrolliert). Die Zeit ist in Minuten 
gemessen. Zu Beginn jeder Spaltung wurden je 2.0 ccm Fermentlésung, Puffer- 
lésung und Substratlésung, nach Vorwarmen der einzelnen Lésungen, zusam- 
mengegeben und nach t Minuten durch Zusatz von 0.2 g festem K,CO, abge- 
stoppt. Wenn nétig wurde diese Lésung zur Beobachtung der Drehung mit 
trocknem Kieselgur geklart. Soweit nichts besonders erwahnt ist, wurden die 
Drehungen fiir Na-Licht im 2-dm-Rohr bestimmt. 

Die Konzentration der Substratlésungen wurde so gewahlt, daB auf 3,0 ccm 
Bestimmungsgemisch die Menge des Substrats kam, die 40.0 mg Phenol-glykosid 
aquivalent ist, also vom Salicin: 44.7 mg, von der Cellose 53.4 mg und vom Anhy- 
drid des Cellosids 57.4 mg. Unter diesen Bedingungen sind die Anfangsdrehungen 
im Bestimmungsgemisch (= A) und die Enddrehungen (= E) (bei vollstandiger 
Spaltung des Substrats an der glykosidischen Bindung, errechnet aus den be- 
kannten Drehungen der Endprodukte) die folgenden (2 dm-Rohr, soweit nichts 
anderes angegeben ist): 














Tabelle 2 
Substent Tab. 3 Tab. 4 Tab. 5 
A. | E. A. | E. A. | E. 
Salicin —1.79° | +1.00° | —0.89%| +0.51°%! —0.97°*| +0.48%* 
Cellose +1.14° | +2.059 | +1.16° | +1.98° | +0.55°%) +0.99°* 
Anhydrid des Glykol- 
£-d-cellosids +1.26° | +2.88° | +1.26° | +2.88° | +0.57°| +1.40%* 


* im 1-dm-Rohr. 
, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemic. 281 10 
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Ferment-Lésungen 


SiBmandel-Emulsin. Die ,,Stammlésung“ enthielt in 10.0 ccm 0.0792 g 
Trockenriickstand (Exsik. iiber P,O,, bei Zimmertemperatur bis zur Konstanz 
getrocknet). Diese Lésung wurde fiir die Salicinspaltung auf das 25fache ver- 
diinnt. Die Spaltung von Cellose und von Cellose-glykol-£-d-glucosid-anhydrid 
wurde mit der fiinffach verdiinnten Stammlésung durchgefihrt. 


Malz-Emulsin. Die Extraktion des Malzes, fiir dessen Uberlassung wir 
der Ernst-Bauer-Brauerei, Leipzig zu Dank verpflichtet sind, wurde nach der 
Vorschrift von R. Weidenhagen®) ausgefiihrt. 10.00 ccm dieses Extraktes er- 
gaben 0.0567 g Trockenriickstand (s. o.). 


Emulsin aus Aspergillus oryzae. Fir Uberlassung eines Extraktes 
(Luizym) sind wir dem Luitpold-Werk, Miinchen zu Dank verpflichtet. Die 
,»Stammlésung“* wurde durch Verdiinnen der gelieferten Lésung auf das 5fache, 
und bestmégliches Klaren dieser Lésung, nach 24stiindigem Aufbewahren im 
Eisschrank, durch Zentrifugieren, hergestellt. 10.00 cem dieser Lésung ergaben 
1.0900 g Trockenriickstand. Diese Stammlésung muBte aber, um die Spaltung 
polarimetrisch verfolgen zu kénnen (wegen ihrer Undurchsichtigkeit), nochmals 
auf das 10fache (im ganzen also auf das 50fache der gelieferten Lésung) verdiinnt 
werden. 

Die Eigendrehungen der angewandten Ferment-Lésungen wurden unter den 
Bedingungen der Spaltungen in gesonderten Versuchen bestimmt und — trotz 
ihrer Geringfiigigkeit — bei den folgenden Zahlen mit beriicksichtigt. 


Spaltungsergebnisse 


g = Gramm Fermentpraparat in 50 ml Bestimmungsgemisch; t = Spalt- 
zeit in Minuten; a, = Drehung nach t Min, soweit nichts anderes bemerkt ist, 
im 2-dm-Rohr. 











Tabelle 3 
Ferment | g | Substrat | t | PH | Oe | via Bem 

SiBmandel- | 0.00528 Salicin 20 4.1 | —1.47] 12 
Emulsin 9 = on 4.7 | —1.41] 14 
; is ; 5.0 | —1.32 | 17 

ma ‘ 5.3 | —1.28 | 18 | Maximum 
- so 5.9 | —1.33 | 17 
0.0264 Cellose 300 4.1 | +1.49 | 39 
» = ie 4.4 | +1.56 | 46 
“ es 4.7 | +1.52 | 42 

a _ 5.0 | +1.61 | 52 | Maximum 
‘ 4 P 5.3 +1.57 | 47 
Sy - - 5.9 | +1.56 | 46 
‘ ¥ Glykol-cello-| 1860* | 4.1 | +1.65 | 24 
e sid-anhydr. ‘ 4.4 | +1.76/ 31 
9» % a 4.7 | +1.79 | 33 
’ »9 ; 5.0 | +1.83 ] 35 
‘ a 5.3 | +1.84]| 36 

” a 5 5.9 | +1.86 | 37 | Héchster 
Wert 























* unter Zusatz von 3 Tropfen Toluol 


3) R. Weidenhagen, Ztschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerindustrie 80, 11 
(1930). 
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Zur Frage der fermentativen Spaltung usw. 


























Tabelle 4 
Ferment | | Substrat | t | PH | Xe 

Malz- Salicin 1050** | 4.1 | —0.50* 
Emulsin a » | 44,| —0.41* 
és aes 4.7 | —0.30* 
= | "| 5.0 | —0.26* 

" a a 5.3 | --0.27 

% aoe 5.9 | —-0.25* 

Cellose | 360 4.1] L537 

Ms _ 4.4 + 1.52 

i | ; 4.7 | +1.58 

a ; 5.0 +1.47 

a = 5.3 | +1.42 

. | , | 50 | +1.45 

eto. | 960** | 4.1 | +1.59 

sid-anhydr. | __,, 4.4 1.59 

95 | e5 4.7 1.60 

3 Prag 5.0 | +1.60 

‘ = 5.9 | --1.66 

* Im 1-dm-Rohr gemessen. 
** 2—3 Tropfen Toluolzusatz. 
Tabelle 
Ferment | | Substrat t PR Ot 

Emulsin aus + Salicin 330 4.1 | —0.64 
Asp. oryz.* re 4.4 0.63 
a ; 4.7 0.61 

ne me 5.0 | —0.61 

7% 5.3 | —0.63 

Pe es 5.9 | -—0.71 

Cellose 1200**| 4.1 +0.67 

os ss 4.4 | +0.67 

‘6 » 4.7 +0.69 

Py ’ 5.0 | +0.68 

9 oni 5.3 +0.62 

Glykol-cello-| 1320**} 4.1 | +0.74 

sid-anhydr. a 4.4 | +0.76 

rm ; 4.7 +0.75 

ss 5.0 | +0.78 

7 ; 5.3 | +0.72 

5.9 +0.70 

















* alle Drehungen dieser Tabelle im 1-dm-Rohr gemessen. 


** 2—3 Tropfen Toluolzusatz. 
































